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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
CFU  enote, ki tvorijo kolonijo (angl. Colony forming units) 
CHO  celice ovarijev samice kitajskega hrčka (ang. Chinese hamster ovary cells) 
CO2  ogljikov dioksid 
DHFR  dihidrofolat reduktaza 
DMSO  dimetil sulfoksid (formula: (CH3)2SO) 
DNK  deoksiribonukleinska kislina 
DoE  metoda načrtovanja eksperimentov (angl. Design of experiments) 
H2O2  vodikov peroksid 
IPA  izopropanol 
MBK  mikrobiološka komora 
MCB  glavna celična banka (angl. Master cell bank) 
NaCl  natrijev klorid 
PDL stopnja podvojevanja populacije, število podvojitev celične populacije (ang. 
Population doubling level)  
PDT  podvojevalni čas populacije (ang. Population doubling time) 
PxDy  pasaža x, dan y (npr. P2D3; drugi dan v tretji pasaži) 
Rpm  krogi na minuto (angl. Revolutions per minute); enota pri centrifugiranju 
SF  kratica za rastno plastenko (angl. Shakeflask) 
WCB  delovna celična banka (angl. Working cell bank) 
WV delovni volumen erlemajerice; dovoljen končni volumen kulture po 
nacepitvi za optimalne pogoje gojenja (angl. Working volume)
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Sesalske celične linije se pogosto uporabljajo v industrijski proizvodnji biofarmacevtskih 
učinkovin. Tekom proizvodnje je potrebno zagotavljati stabilnost ter homogenost celičnih 
kultur, vendar pa celic načeloma ni mogoče gojiti daljše obdobje zaradi celičnega staranja 
in okoljskih dejavnikov, ki vplivajo na genetske spremembe in posledično produkt. Takim 
spremembam se lahko izognemo z ustreznim shranjevanjem celične kulture, iz katere lahko 
vzpostavimo bioproces. V ta namen se pripravljajo celične banke, ki ob ustrezni pripravi 
omogočajo daljše shranjevanje stabilne celične kulture, z dobrim nadzorom nad pripravo pa 
lahko zagotavljamo tudi homogenost zamrznjenih kultur z nizko variabilnostjo. Z 
zamrzovanjem celic na nek način ustavimo biološki čas za celice. Pri pripravi celic za 
zamrzovanje in samem zamrzovanju celic je potrebno upoštevati dejavnike, ki vplivajo na 
preživetje celic. Med postopkom namreč prihaja do fizikalnih dogodkov, ki vodijo v 
nastanek celičnih poškodb. Glavna taka dogodka sta tvorba ledu oziroma kristalov v in izven 
celice ter dehidracija celic zaradi osmotskega tlaka. Z ustrezno pripravo celične kulture za 
zamrzovanje in dodatkom učinkovitega krioprotektanta lahko vplivamo na ta dva dogodka 
in tako močno zmanjšamo nastanek poškodb. Najpogosteje uporabljen krioprotektant v 
biofarmacevtski industriji je dimetilsulfoksid ali DMSO, ki pa je lahko, če je v neustreznih 
koncentracijah in če so mu celice predolgo izpostavljene, zanje toksičen. Optimizacija 
zamrzovalnega postopka je izziv vseh celičnih bank, ki shranjujejo celice za proizvodnjo. 
Ustrezno zamrznjeno kulturo je mogoče shranjevati dolga leta, ne da bi pri tem prišlo do 
celičnih sprememb.   
 
1.2 CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
 
Namen magistrskega dela je bil testirati nekatere kritične dejavnike pri zamrzovanju 
sesalskih celic, ki vplivajo na njihovo preživelost. Eden glavnih takih dejavnikov je DMSO, 
ki deluje kot krioprotektant, vendar je lahko zanje toksičen, če je v neustreznih 
koncentracijah in če so mu celice predolgo izpostavljene. Cilj magistrskega dela je bila 
optimizacija priprave celične banke s čim višjo zamrznjeno koncentracijo celic, ob čim nižji 
koncentraciji DMSO na ta način, da bi po zamrzovanju in odtaljevanju dobili čim višje 
viabilnosti ter čim boljšo rast celic.  
 
V prvem delu magistrskega dela smo v ločenih poskusih testirali dva pomembna dejavnika, 
ki vplivata na preživelost celic, da bi na podlagi teh rezultatov s pomočjo računalniškega 
programa postavili načrt eksperimentov, s katerimi bi natančneje določili optimalno območje 
kombinacije treh dejavnikov, ki dajo po zamrzovanju najvišje preživelosti celic. V prvem 
delu smo najprej testirali vpliv širšega razpona koncentracij DMSO na preživelost celic po 
odtaljevanju pri zamrznjenih klasičnih koncentracijah celic, kot se pripravljajo v Lek d.d. 
Nato smo testirali, ali bi bilo mogoče visoke preživelosti celic ohraniti tudi, če jih 
zamrznemo v precej višjih celičnih koncentracijah kot običajno. Iz obeh poskusov smo za 
izvedbo drugega dela magistrskega dela določili ožje območje testiranih vrednosti obeh 
dejavnikov, v katerih smo uspeli pridobiti ustrezno preživelost celic. Ti podatki so bili 
izhodišče za drugi del magistrskega dela, kjer smo z metodo računalniškega načrtovanja 
eksperimentov smo poskusili najti optimalno kombinacijo obeh dejavnikov, ki bi po 
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zamrzovanju dala najvišje viabilnosti in koncentracije celic. V ta načrt smo vključili še tretji 
dejavnik, in sicer volumen kulture, ki ga zamrzujemo. V zadnjem delu magistrske naloge 
smo poskusili preživelost celic še dodatno izboljšati s pripravo zamrzovalne suspenzije pri 
hladnih pogojih. S tem smo preverjali, ali bi bilo mogoče na ta način podaljšati čas 
izpostavljenosti celic DMSO, preden ima nanje toksičen vpliv. Poskuse smo izvajali na dveh 
CHO celičnih linijah, da bi preverili, ali se enako odzivata na enake pogoje.  
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 S spreminjanjem koncentracije DMSO bomo našli tako koncentracijo, kjer bo 
preživelost celic najvišja. Pričakujemo, da bomo z nižjo koncentracijo DMSO 
zmanjšali njegovo toksičnost za celice in tako dobili njihove višje preživelosti. 
 Koncentracija DMSO v zamrzovalni suspenziji vpliva na preživelost celic po 
zamrzovanju. V končni zamrzovalni suspenziji ga mora biti dovolj, da prodre v vse 
celice, hkrati pa lahko koncentracijo zmanjšamo dovolj, da za celice še ni toksična. 
 Koncentracija celic, ki jo zamrznemo, ima vpliv na njihovo preživelost po 
odtaljevanju. 
 Volumen zamrzovalne suspenzije ne vpliva na preživelost celic po zamrzovanju, ne 
glede na uporabljeno koncentracijo DMSO in zamrznjeno koncentracijo celic. 
 Vpliv načina priprave zamrzovalne suspenzije in DMSO na preživelost celic po 
zamrzovanju lahko zmanjšamo s pripravo zamrzovalne suspenzije v hladnih pogojih 
namesto pri sobni temperaturi.  
 Kombinacija nižje koncentracije DMSO in hladnih pogojev prispevajo k podaljšanju 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KRIOBANKE V BIOFARMACEVTIKI  
 
Sodobna farmacevtska biotehnologija je omogočila razvoj rekombinantnih bioloških zdravil, 
ki so lahko bolj tarčna in zdravijo ne le simptome bolezni temveč tudi njene vzroke. 
Biofarmacevtiki so kompleksne makromolekule, ki delujejo le v biološko aktivni obliki. To 
lahko omogoči le pravilno zvitje molekule tekom produkcije in ustrezne posttranslacijske 
spremembe (Štrukelj in Kos, 2007). Sesalske celične linije predstavljajo glavni sistem za 
proizvodnjo rekombinantnih učinkovin zaradi svojih zmožnosti pravilnega zvitja proteina in 
ustreznih posttranslacijskih modifikacij (npr. glikozilacija). Najpogosteje uporabljena 
celična linija so celice ovarijev kitajskega hrčka (angl. Chinese Hamster Ovary – CHO), 
druge pa so še ledvične celice mladiča hrčka (BHK), človeške zarodne ledvične celice (HEK-
293), mišje mielomske celice (Sp2/0 in NS0) in celice HeLa (Gargi, 2012; Jayapal in sod., 
2007; Wurm, 2004). V Lek d.d. v Mengšu je najpogosteje uporabljena celična linija CHO, 
ki je zmožna produkcije ustreznih oblik proteinov, ki so biološke aktivni v ljudeh, hkrati pa 
je linija prilagodljiva in enostavna za genetsko manipulacijo. Njena prednost je tudi 
sposobnost rasti v suspenzijski kulturi in posledično enostavnejši prenos procesa do 
bioreaktorjev večjih volumnov. Uporaba te celične linije sega v leto 1957, ko je Theodore 
T. Puck izoliral ovarij samice kitajskega hrčka in ob kultivaciji ugotovil, da so celice izredno 
odporne, sposobne gojenja in vitro in imajo relativno kratek čas deljenja. Kasneje je bila s 
kloniranjem te osnovne celične linije pridobljena linija CHO-K1, iz katere so bile v 
naslednjih letih razvite vse do zdaj uporabljene linije celic CHO. Te linije celic CHO imajo 
izbit gen dhfr. Ta izraža metabolni encim DHFR, ki je vpleten v metabolizem nukleotidov 
in lahko služi kot selekcijski označevalec ob uporabi medija brez glicina, hipoksantina in 
timidina. Običajno se ta gen dodaja v ekspresijski vektor poleg gena za izbrani protein in na 
ta način omogoča selekcijo transficiranih celic od netransficiranih. V gojišče se dodaja za 
celice toksičen metotreksat, ki ga celice razgrajajo z encimom DHFR. Zapis za sintezo 
encima nosi gen dhfr, ki se ga z vektorjem poleg željenega gena vstavlja v celice. Preživijo 
le transficirane celice z vstaljenim genom dhfr (Jayapal in sod., 2007; Wurm, 2004; Zhang, 
2010). Celične linije, ki se uporabljajo v proizvodnji učinkovin za človeško uporabo, so 
običajno tudi prilagojene na rast v mediju brez seruma.  
 
Razvito in optimizirano celično linijo je potrebno do uporabe v industrijski proizvodnji 
ustrezno shranjevati, saj je gojenje celic časovno omejeno zaradi staranja celic in posledično 
sprememb na genetskem nivoju. Z ustrezno pripravo in shranjevanjem celične banke je 
mogoče zagotavljati stabilnost in homogenost celičnih kultur, ki se uporabljajo v proizvodnji, 
s tem pa tudi kakovost produkta. Shranjevanje celic je mogoče s pomočjo zamrzovanja. Ta 
postopek pogovorno imenujemo tudi krioprezervacija in omogoča shranjevanje celičnih linij 
za daljše časovno obdobje. Temelji na uporabi zelo nizkih temperatur za upočasnitev ali 
popolno zaustavitev celičnega staranja ter procesov. Pri tem se ohranjata struktura in 
funkcija celic. Ključni parametri, ki jih pri tem nadzorujemo, so celična koncentracija ob 
zamrzovanju in pogoji, pri katerih pripravljamo in zamrzujemo zamrzovalno suspenzijo 
(Gargi, 2012).  
 
Glede na uporabo ločimo dve vrsti celičnih bank. V glavni celični banki (angl. master cell 
bank; MCB) se celice običajno shranjuje več let in služi za pripravo več sto kriovial delovne 
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celične banke (angl. working cell bank; WCB), ki se uporablja v proizvodnji. Ta pristop 
omogoča uporabnikom pripravo več celičnih bank skozi leta, ne da bi pri tem ogrozili 
originalno celično linijo, iz katere je bila pripravljena prvotna glavna celična banka (Gargi, 
2012).  Celične banke predstavljajo zalogo celične kulture tudi v primeru izgube proizvodne 
kulture zaradi okužb ali vpliva procesa proizvodnje (Ryan, 2004). 
 
Uspešno zamrznjena celična banka je ključna za uspešen proces proizvodnje terapevtskih 
proteinov (Ryan, 2004). Regulatorni organi zahtevajo zelo dober nadzor nad kakovostjo 
celičnih bank. V ta namen se redno izvajajo testiranja, običajno z odtaljevanjem nekaj 
kriovial na določeno časovno obdobje, s čimer se tekom shranjevanja preverja stabilnost 
celic. Merili za uspešnost zamrznjene celične banke sta visoka viabilnost celic po 
odtaljevanju in robustno rast celic. Zamrznjeno celično kulturo se preverja tudi na prisotnost 
mikroorganizmov in virusov (Gargi, 2012). Shranjevanje zamrznjenih celic predstavlja 
manjši strošek od tistega, ki bi bil potreben za dolgoročno gojenje celic v kulturi. Poleg tega 
lahko zaradi staranja celic prihaja tudi do številnih sprememb na genetskem nivoju, ki lahko 
posledično vplivajo na spremembe produkta (Ryan, 2004; Gargi, 2012). Tudi sicer 
regulatorni organi zahtevajo izvajanje študij LIVCA (angl. Limit of in vitro cell age) tudi 
tekom gojenja celic v proizvodnji. Gre za testiranje celičnih kultur, s katereimi ugotavljajo, 
koliko časa je mogoče neko produkcijsko celično kulturo gojiti, tako da ostaja stabilna in ne 
prihaja do genetskih sprememb, ki bi vplivale na produkt. Pri zamrznjenih celičnih kulturah, 
ki so shranjene pod -130°C, do sedaj niso odkrili, da bi prihajalo do sprememb na genetskem 
nivoju (Ryan, 2004; Gargi, 2012). 
 
2.1.1  Fiziološko dogajanje med zamrzovanjem celic 
 
Za pripravo optimalnega zamrzovalnega protokola je bistvenega pomena poznavanje 
fiziološkega dogajanja med zamrzovanjem (Gargi, 2012).  
 
Med zamrzovanjem prihaja do raznih dogodkov znotraj in zunaj celic. Posebno pozornost je 
potrebno nameniti poškodbam celic, ki nastajajo pri dveh biofizikalnih dogodkih: transport 
vode iz celic preko celične plazemske membrane, zaradi katerega se celice krčijo in 
dehidrirajo ter tvorba ekstracelularnega in intracelularnega ledu oziroma kristalov (Meryman, 
2007; Ryan, 2004; Gargi, 2012).  
 
Začetno ohlajanje celične kulture s sobne temperature do 0°C upočasni celični metabolizem 
ter zmanjša aktivni transport in delovanje ionskih črpalk v membrani. Ta korak celic fizično 
ne poškoduje, če se nahajajo v gojišču z izotoničnim okoljem (Ryan, 2004). Do -5°C ostajajo 
celice in zamrzovalni medij nezmrznjeni zaradi podhlajenja vode, ki okoli točke 0°C zmrzuje 
spontano. Podhlajena voda je nezazmrznjena voda pod svojo običajno točko zmrzovanja 
(Meryman, 2007). Do znižanja zmrzišča pride zaradi topljencev, ki se poleg vode nahajo v 
gojišču za celice. Delujejo lahko kot jedra, okoli katerih se najprej tvorijo manjši kristali. Ti 
imajo nižjo točko zmrzišča zaradi visoke površinske napetosti. Do faznega prehoda, ko se 
tekoča voda pretvori v kristale ledu, tako prihaja pri temperaturi med -5°C in -15°C. Pri tem 
se sprosti energija v obliki toplote, kar imenujemo fuzijska toplota (Jain in Paulson, 2006). 
Posledično pride do segrevanja, ki traja, dokler ni dosežena ravnotežna točka v osmotskem 
tlaku in se pričnejo tvoriti ledeni kristali (Ryan, 2004; Gargi, 2012).  Ti potrebujejo za 
nastanek začetno točko, nekakšno jedro, od koder nato rastejo. Taka jedra so lahko ioni ali 
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manjši ledeni kristalčki sami (Stolzing, 2012). Hitrost rasti ledenih kristalov je odvisna od 
hitrosti padanja temperature. Pri hitrejšem ohlajanju od točke nastanka kristalov nastajajo 
manjši kristali kot pri počasnejšem ohlajanju, saj ni dovolj časa, da bi se manjši kristali 
združevali ali večali. Ta pojav sta v svoji študiji preučevala in opisala Toner in Cravalho 
(1990), omenjajo pa ga tudi številni drugi avtorji (Muller in Critser, 2007). Temperaturna 
točka, ko se tvori ekstracelularni led je izjemno kritična, saj tu nastaja največ celičnih 
poškodb (Ryan, 2004; Gargi, 2012). Ko se tvori led v ekstracelularnem okolju, ostale 
komponentne (npr. soli v gojišču) postajajo bolj skoncentrirane in pride do dviga osmotskega 
tlaka (Mullen in Critser, 2007). Voda  z osmozo prehaja preko celične membrane iz 
notranjosti celic v okolico, kjer zmrzuje, medtem ko voda znotraj celice ostaja nezamrznjena 
(Gargi, 2012). Hitrost prehajanja vode iz celice je odvisna od številnih faktorjev, kot so 
temperatura, prisotnost krioprotektantov ter lastnosti celice (Muller in Critser, 2007). Ob 
prehodu vode celica dehidrira in se skrči.  Pri prehitrem zamrzovanju celic znotrajcelični led 
nastaja, preden celica dokončno dehidrira in se skrči, saj ni sposobna vode izločati dovolj 
hitro. Prihaja do notranjega zmrzovanja in tvorbe ledenih kristalov, ki poškodujejo celične 
organele in membrano ter vodijo v celično smrt, ki se običajno pokaže po odtaljevanju celic.  
Če kulturo zamrzujemo počasi, so celice sposobne vodo izgubljati dovolj hitro. Pri tem celica 
popolno dehidrira in se skrči, vendar v notranjosti ne zmrzuje (Slika 1). Tudi ta proces lahko 
povzroči celično smrt, če pride do nepopravljivih poškodb v membrani, organelih in 
citoskeletu, kar se običajno zgodi v primeru prepočasnega ohlajanja (Ryan, 2004; Gargi, 
2012), ko je celica predolgo v dehidriranem stanju in pride znotraj celice do približanja 
raznih molekul, na primer proteinskih, in tvorbe novih vezi med njimi (Gao in Critser, 2000). 
Poškodbe nastajajo tudi ob dodatku previsokih koncentracij topljencev v zamrzovalni medij 
okoli celic, kar povzroči spremembo pH in s tem poškodbo membrane ali denaturacijo 
proteinov (Ryan, 2004; Gargi, 2012).  
 
Celice, pri katerih je v notranjosti zaradi prehitrega ohlajanja prišlo do tvorbe ledenih 
kristalov, so tudi bolj občutljive na počasno odtaljevanje (Gargi, 2012). Sicer manjši kristali, 
ki so nastali pri hitrem zamrzovanju, se ob počasnem odtaljevanju združujejo v agregate in 
tvorijo večje kristale, ki dodatno poškodujejo celice. Ta pojav imenujemo rekristalizacija 
(Gargi, 2012). Gre za fizikalni pojav. Manjši kristali z manjšim razmerjem med površino in 
prostornino imajo višji parni tlak kot večji kristali, hitreje se topijo ter hlapijo, nastala vodna 
para pa potuje do večjih kristalov, kjer ponovno zmrznejo. Večji kristali na račun manjših 
rastejo in poškodujejo celice. Ta pojav ni opazen pri zelo nizkih temperaturah, pri katerih 
zamrznjene celice shranjujemo, vendar pa pride do izraza pri višjih temperaturah ob 
počasnem odtaljevanju, ko temperatura počasi narašča (Meryman, 2007). Take občutljivosti 
na odtaljevanje niso opazili pri celicah, ki so bile zamrznjene z optimalno hitrostjo 
zamrzovanja in ni prišlo do tvorbe intracelularnih ledenih kristalov, ki bi se ob odtaljevanju 
združevali in večali (Gargi, 2012).  
 
Bistveno je torej, da celice zamrzujemo dovolj počasi, da preprečimo nastanek 
intracelularnega ledu in hkrati dovolj hitro, da preprečimo poškodbe zaradi dehidracije 
(Ryan, 2004). Dodani krioprotektanti imajo pri tvorbi ledenih kristalov in dehidraciji celic 
pomembno vlogo (Jain in Paulson, 2006). Njihovo delovanje je podrobneje opisano v 
poglavju 2.1.2 Krioprotektanti in njihovo delovanje.  
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Slika 1: Shematski prikaz vpliva hitrosti zamrzovanja na preživelost celic (Gao in Critser, 2000). 
 
Za ohranitev maksimalne viabilnosti celic med zamrzovanjem in po odtaljevanju se zato 
zamrzovalno suspenzijo največkrat ohlaja počasi (-1 do -5°C/min) in ob dodatku 
krioprotektantov. Najboljši način je uporaba programiranih zamrzovalnikov. Z njimi je 
mogoče počasi ohlajati zamrzovalno suspenzijo, tako da celice dovolj hitro izločajo vodo, 
hkrati pa nadzirati kritično točko faznega prehoda pretvorbe tekoče vode v kristale ledu (Jain 
in Paulson, 2006). V točki, ko je po segrevanju dosežena ravnotežna točka v osmotskem 
tlaku in se prične tvoriti ekstracelularni led, je mogoče s programiranimi napravami pospešiti 
zamrzovanje in s hitrim nižanjem temperature povzročiti hitro umetno formacijo ledu 
(Morris, 1995; Jain in Paulson, 2006). S hitrim nižanjem temperature vplivamo tudi na 
manjšo velikost nastalih ledenih kristalov in tako omejimo nastale poškodbe zaradi tvorbe 
ekstracelulernega ledu (Meryman, 2007). Cenejša alternativa tem napravam so zamrzovalne 
posode, imenovane Mr. Frosty, napolnjene s stoodstotnim izopropanolom, v katerih je hitrost 
zamrzovanja -1°C/min, ko jih postavimo na -80°C. Te sicer nimajo določenega optimalnega 
profila zmrzovanja v območju sproščanja toplote iz celic in nadziranjem hitrosti večanja 
kristalov, vendar dajejo zadovoljive viabilnosti celic po zamrzovanju (Morris, 1995).  
 
Med zamrzovanjem prihaja tudi do nekaterih molekularnih sprememb, ki lahko vodijo v 
apoptozo ali nekrozo celic. Do poškodb, ki vodijo v celično smrt pride zaradi povečane 
tvorbe reaktivnih kisikovih spojin (npr. H2O2) ter prostih radikalov zaradi stresa ob 
zamrzovanju. Vezava teh spojin na membrano ali organele lahko spremeni njihovo strukturo 
in povzroči motnjo v njihovem delovanju. Vodi celo v motnje v sistemu za popravljanje 
DNK, ki se zaradi stresa ob zamrzovanju lahko razvija. Take poškodbe celic je mogoče 
dodatno omejiti z dodajanjem antioksidantov in anti-apoptotskih faktorjev, ki lovijo proste 
radikale, da se ne vežejo na celične strukture (Stolzing in sod., 2012; Seung-Jung, 2016). V 
proizvodnji učinkovin za človeško uporabo ti dodatki ne smejo biti živalskega izvora. 
 
Tudi shranjevanje zamrznjene celične kulture je pomemben korak, ki ga je potrebno 
nadzirati. Za popolno ustavitev biološkega časa celic se temperaturo vzdržuje pod -130°C. 
Pod to točko voda v tekočem stanju ne obstaja več in difuzija ni bistveno opazna. 
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Zamrznjeno celično kulturo se v kriobankah običajno shranjuje v tekočem dušiku ali plinski 
fazi tekočega dušika na temperaturi -196°C. Pri tej temperaturi ne potekajo termične reakcije. 
Vpliv na zamrznjeno kulturo ima pri tej temperaturi lahko le ionizirajoča radiacija, ki se jo 
je potrebno izogibati (npr. pri transportu kriovial) (Ryan, 2004; Gargi, 2012). Poleg tega pri 
tej temperaturi ne prihaja do pojava rekristalizacije. 
 




Slika 2: Celoten proces krioprezervacije celic ter poškodbe celic, ki medtem nastanejo (KP =krioprotektanti) 
(Jang in sod., 2017). 
 
2.1.2 Krioprotektanti in njihovo delovanje 
 
Krioprotektanti so snovi, običajno tekočine, ki ščitijo celice pred poškodbami, ki nastanejo 
pri zamrzovanju (Jang in sod., 2017). Izbira ustreznega krioprotektanta in njegova uporaba 
tekom procesa je kritični korak pri proizvodnji kriobank (Tselutin, 1999). Ustrezen 
krioprotektant izbiramo glede na njegove lastnosti. Popoln krioprotektant je biološko 
sprejemljiv, dobro topen v vodi tudi pri nizkih temperaturah, sposoben prehajanja v celice, 
vendar pa hkrati ni toksičen za celice pri določenih koncentracijah (Gargi, 2012; Jang in sod., 
2017).  Krioprotektante delimo v dve skupini glede na sposobnost prehajanja preko celične 
membrane. Penetrirajoči krioprotektanti so običajno molekule z manjšo molekulsko maso, 
nepenetrirajoči pa z veliko. Hitrost prehajanja krioprotektanta skozi membrano je sicer 
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odvisna od temperature, ki vpliva na njihovo visokoznost. Glicerol je izredno viskozen 
krioprotektant, ki pri temperaturi 20°C skozi membrano prehaja precej počasneje kot DMSO. 
V določene tipe celic lahko tudi ne prehaja, zato se ga včasih dodaja v zamrzovalno 
suspenzijo kot nepenetrirajoči krioprotektant, vendar redkeje. Pri temperaturi 4°C se hitrost 
prehajanja skozi membrano obeh precej zmanjša, a je hkrati med obema zelo podobna, saj 
se DMSO visokoznost poveča bolj kot glicerolu. Ta pojav je potrebno upoštevati pri 
dodajanju krioprotektanta v hladnejših pogojih, če bi na tak način želeli zmanjšati toksičnost 
DMSO in upočasniti metabolizem celic (Meryman, 2007; Jang in sod., 2017; Jain in Paulson, 
2006). Skupini sta predstavljeni v preglednici 1.  
 
Preglednica 1: Dve skupini krioprotektantov glede na sposobnost prehajanja skozi celično membrano, 
delovanje in primeri (Jang in sod., 2017; Meryman, 2007; Tselutin, 1999; Jain in Paulson, 2006; Best, 2015; 
Stolzing in sod., 2012; Seung-Jung in sod., 2016). 
Skupina Delovanje Primeri krioprotektantov 




- počasnejše zmanjševanje volumna celice 
zaradi dehidracije 
- topila za skoncentrirane elektrolite 
- vezava z molekulami vode 
- nižanje točke zmrzišča in preprečevanje 
nastanka velikih ledenih kristalov 
- Dimetilsulfoksid (DMSO), 
glicerol, 1,2-propandiol oziroma 
propilen glikol, dietilacetamid 
(DMA), etilen glikol, formamid, 
metanol, butandiol 





- vezava z molekulami vode in 
preprečevanje združevanja ledenih kristalov 
- pomoč pri dodatni dehidraciji celice 
- zmanjševanje osmotskega šoka pri 
odtaljevanju 
- zaviralci ledu (posebna skupina proteinov) 
- 1-metil-2,4-pentandiol, razni 
polimeri (npr. dekstran, polivinil 
pirolidon, polietilen glikol, 
hidroksietil škrob, razni naravni  
sladkorji: trehaloza, sukroza, 
glukoza) 




- Lovijo proste radikale, ki nastanejo ob 
celičnem stresu zaradi zamrzovanja 
- Ne spadajo pod prave krioprotektante, 
vendar pa pomagajo zmanjšati nastale 
poškodbe celic zaradi molekularnih celičnih 
sprememb. 
- Antioksidanti: askorbinska 
kislina, glutation 
 
Prva odkritja zaščitne funkcije krioprotektantov so se pojavila po letu 1949, ko je Polge s 
sodelavci uspešno zamrznil sprematozoe ob prisotnosti glicerola (Elliot in sod., 2017). James 
Lovelock je nato leta 1953 preučeval vpliv dodanega glicerola pri zamrzovanju eritrocitov 
in opazil, da je z zvišano koncentracijo glicerola uspel znižati točko zmrzišča. Natančno 
poznavanje delovanja krioprotektantov do danes ostaja nepopolno, vendar se domneva, da 
delujejo na različne načine glede na tip krioprotektanta. 
 
V številnih študijah so raziskovali način delovanja različnih krioprotektantov. Že leta 1953 
je bilo ugotovljeno, da nekateri krioprotektanti z molekulami vode tvorijo interakcije in s 
tem vplivajo na spremembo njihove strukture, kar prepreči, da bi se združevale v ledene 
kristale. Tako znižajo temperaturo zmrzišča. Na ta način naj bi kot krioprotektanti delovali 
polimeri, ki spadajo v skupino nepenetrirajočih krioprotektantov. Gre za velike molekule, ki 
delujejo zunaj celice (Jang in sod., 2017). Običajno ne prehajajo v notranjost celic, razen v 
redkih primerih zaradi sposobnosti nekaterih fagocitotsko nezmožnih celic, da privzemajo 
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večje molekule  iz okolja (Stolzing in sod., 2012). Nepentrirajoči krioprotektanti vplivajo na 
velikost nastajajočih ekstracelularnih ledenih kristalov (Jang in sod., 2017). Poleg 
preprečevanja nastanka velikih ledenih kristalov z vezavo vode delujejo tudi kot 
spodbujevalci dehidracije celic (Stolzing, 2012) tako, da iz notranjosti celic vlečejo vodo. 
Običajno se uporabljajo v kombinaciji s penetrirajočimi krioprotektanti. S svojo prisotnostjo 
v zunanjem okolju celic pomagajo zvišati osmotski tlak, kar povzroči ojačanje toka vode iz 
celice, s čimer pomagajo penetrirajočim krioprotektantom, da se v celici koncentrirajo in 
preprečujejo nastanek intracelularnega ledu. Še bolj pomembno vlogo imajo pri odtaljevanju 
celic. Ko se led topi, nastajajoča voda izredno hitro niža ekstracelularni osmotski tlak. Če 
intracelularni krioprotektant ne prehaja iz celice dovolj hitro, voda prodira v celico. Celica 
se napihne in lahko celo poči. Polimer zunaj celice pomaga vzdrževati osmotski tlak in 
posledično počasnejši tok vode v celico. Tak polimer se lahko naknadno doda tudi v gojišče 
za odtaljevanje celic (Jain in Paulson, 2006). Obetavni polimer , ki so ga preučevali v zadnjih 
letih je polimer hidroksietil škrob (Stolzing in sod., 2012). Do sedaj še niso odkrili toksičnih 
vplivov, ki bi jih nepentrirajoči krioprotektanti imeli na celice, saj niso sposobni interakcij s 
celičnimi biomolekulami (Elliott in sod., 2017).  
 
Trenutno še vedno najpogosteje v uporabi pri zamrzovanju sesalskih celic ostajata glicerol 
in DMSO (Jang in sod., 2017). Krioprotektantsko vlogo glicerola so leta 1949 odkrili Polge 
in sodelavci in je ostal vodilen krioprotektant vse do leta 1967, ko je ruski znanstvenik 
Aleksander Zajcev sintetiziral DMSO. Leta 1959 sta Lovelock in Bishop odkrila tudi 
njegovo zaščitno funkcijo pri zamrzovanju celic (Gargi, 2012; Jang in sod., 2017). Gre za 
penetrirajoča krioprotektanta, katerih lastnost je, da imajo v nasprotju z nizkomolekularnimi 
spojinami  kot so soli in sladkorji, ki jih dodajo za kontrolo osmotskega tlaka v zamrzovalni 
suspenziji, večji molarni volumen. Na primer, 1 mol glicerola predstavlja 40,74 ml, medtem 
ko 1 mol NaCl predstavlja le 27 ml. Glicerol bo tako znotraj celice zavzel precej večji 
volumen kot dodane soli pri dani osmolalnosti. Posledično to pomeni, da med izhajanjem 
vode iz celice zaradi tvorbe ekstracelularnega ledu, intracelularni krioprotektant zavzame 
večji volumen celice in bo tako upočasnil zmanjševanje volumna celice zaradi dehidracije 
do nižjih temperatur (Meryman, 2007). Ti krioprotektanti so hkrati tudi topila za preostale 
elektrolite, ki se skoncentrirajo v celici ob izločanju vode in zmrzovanju. Njihova 
temperatura zmrzišča je precej nižja od vode in ostajajo v tekoči fazi pri zelo nizkih 
temperaturah ter popolnoma nadomestijo vodo, ko ta gre iz celice. Na ta način se zmanjša 
toksičnost  elektrolitov, saj ne ostajajo skoncentrirani, da bi se vezali na celično membrano 
ter druge organele in vplivali na njihovo strukturo ali vplivali na pH (Meryman, 2007; Jain 
in Paulson, 2006; Jang in sod., 2017). Poleg tega tvorijo penetrirajoči krioprotektanti 
vodikove vezi z molekulami vode in preprečijo nastajanje kristalov ledu znotraj celic. V 
nizkih koncentracijah le znižajo točko zmrzišča, pri dovolj visokih koncentracijah pa tvorijo 
dovolj vodikovih vezi, da zavirajo tvorbo kristalov. Pri zamrzovanju se voda tako ne pretvori 
v tipične ledene kristale, temveč nastane trdno, steklu podobno, stanje, pri čemer pa se vodi 
ne poveča volumen kot  v primeru tvorbe ledu (Jain in Paulson, 2006). Pomembno vlogo naj 
bi imeli tudi pri zmanjševanju poškodb celičnih struktur zaradi dehidracije. Nekatere 
makromolekule znotraj celice imajo nase vezano vodo, ki se ob dehidraciji odceplja, gre iz 
celice, pri tem pa molekule lahko postanejo nestabilne in pride do sprememb v strukturi. 
Nekateri krioprotektanti lahko na nek način nadomestijo vodo z vezavo na te molekule 
namesto vode in jih stabilizirajo. Ta pojav je znan kot teorija nadomestitve vode na kritičnih 
biomolekulah (Elliott in sod., 2017). Prav zaradi te lastnosti se jim večkrat pripisuje tudi 
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toksičen vpliv na celice, saj naj bi z vezavo na celične molekule lahko tem spreminjali 




Slika 3: Delovanje penetrirajočih in nepenetrirajočih krioprotektantov (Stolzing in sod., 2012). 
 
Slika 3 prikazuje, na kateri točki v procesu zmrzovanja delujejo penetrirajoči in 
nepenetrirajoči krioprotektanti. Ekstracelularna (1) in intracelularna (2) voda zmrzujeta in 
tvorita ledene kristale, ki lahko poškodujejo membrano (3). Penetrirajoči krioprotektant 
potuje v celico, kjer izpodriva in na koncu popolnoma nadomesti vodo, ki z osmozo potuje 
iz celice (4). Pri dehidraciji celice (6) pomaga tudi nepenetrirajoči krioprotektant, ki hkrati z 
molekulami vode tvori vodikove vezi (5, 7) in upočasnjuje nastajanje ledenih kristalov. 
Pomaga tudi pri stabilizaciji celične membrane (8) (Stolzing in sod., 2012). 
 
Najpogosteje uporabljen penetrirajoč krioprotektant je dimetisulfoksid ali DMSO, ki v 
večino celic prehaja zelo hitro, vendar kot destabilizator ni povsem netoksičen za celice 
(Meryman, 2007). DMSO se veže na biomolekule znotraj celice na mesta molekul vode, ki 
zapustijo celico in stabilizira molekule, vendar pa lahko hkrati oksidira tudi proste tiolne 
skupine na celičnih proteinih, s čimer vpliva na njihovo funkcijo (Best, 2015). Zaradi tega 
je potrebno zmanjšati čas, ko so celice izpostavljene DMSO. Ta čas je različen glede na 
občutljivost celične linije. Toksičnost DMSO se lahko spreminja tudi s koncentracijo, ki se 
doda celicam. V visokih koncentracijah (>60 %) je DMSO izredno toksičen za celice, zato 
se ga redči z dodajanjem zamrzovalni suspenziji. Uporablja se v koncentracijah 5-10 %, 
nekatere študije pa so predlagale znižanje koncentracije do 3,5 %, kar naj bi zmanjšalo 
toksičnost DMSO, a še vedno omogočilo uspešno zamrzovanje celic (Windrum in sod., 
2005). Povezujejo ga z delovanjem na celično membrano, saj povečuje njeno fluidnost in 
tako olajša izhajanje vode iz celice med dehidracijo zaradi tvorbe zunanjega ledu 
(Gurtovenko in Anwar, 2007). Znotraj celice preko sulfoksidne skupine (SO) v svoji 
molekuli tvori vodikove vezi z molekulami vode. Te vezi so močnejše od tistih, ki jih 
molekule vode tvorijo med seboj. Na ta način je oteženo združevanje vode v ledene kristale, 
ki bi poškodovali celico (Best, 2015). 
 
DMSO se zaradi možne toksičnosti za celice redko uporablja pri zamrzovanju zelo 
občutljivih celic kot so spermiji, oplojena jajčeca ali eritrociti (Tselutin, 1999). Pri teh so kot 
krioprotektanti pogosteje v uporabi propilen glikol, glicerol in etilen glikol (Jain in Paulson, 
2006).  
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Kot zanimivost za nove pristope v prihodnosti lahko omenimo tudi uporabnost 
protizmrzovalnih proteinov (angl. antifreeze proteins), ki obstajajo v naravi in omogočajo 
številnim živalim in rastlinam preživetje na izredno nizkih temperaturah. Preprečujejo 
nastanek ledenih jeder in z vezavo na kristale ledu upočasnjujejo rast kristalov med 
ohlajanjem in segrevanjem ter vplivajo na njihovo obliko. Naravno izolirane ali sintetično 
pridobljene proteine se kombinira s komercialnimi krioprotektanti za dodatno kontrolo 
nastajanja ledu in zmanjšanje poškodb pri zamrzovanju celic (Brockbank in sod., 2007; 
Stolzing, 2012; Elliott in sod., 2017).  
 
Zaradi hitrejše penetracije v primerjavi z ostalimi krioprotektanti, nizke cene, lahkega 
rokovanja in še vedno relativno nizke toksičnosti do celic ostaja DMSO najpogosteje 
uporabljen krioprotektant v proizvodnji celičnih bank za uporabo v industrijski proizvodnji 
bioloških učinkovin (Gargi, 2012; Jang in sod., 2017). Uporabljajo ga tudi v Lek d.d. pri 
produkciji celičnih bank, zato smo ga uporabili pri izvedbi vseh poskusov za magistrsko delo. 
 
2.1.3 Proces priprave celične banke 
 
Glavni koraki, ki zahtevajo največ pozornosti v procesu shranjevanja celic s pomočjo 
zamrzovanja so: 1) dodatek krioprotektantov; 2) ohladitev celic do nizkih temperatur in 
shranjevanje na – 196°C; 3) odtaljevanje celic in 4) odstranitev krioprotektantov iz 
zamrznjene kulture po odtaljevanju (Gao in Critser, 2000; Jang in sod., 2017).  
 
Priprava delovne celične banke se prične z odtaljevanjem celic iz MCB (običajno 1 krioviale) 
in razredčevanjem celične kulture v sveže pripravljenem ali komercialno dostopnem gojišču 
ter namnoževanjem do večjih volumnov v rastnih plastenkah ali bioreaktorjih. Zaželjeno je, 
da se celice vsaj dvakrat precepi pred samim zamrzovanjem, pri čemer je potrebno paziti, da 
celice ne presežejo 90 % svoje maksimalne možne gostote (Morris, 1995), ko so še v 
eksponentni ali zgodnji stacionarni fazi in imajo optimalno viabilnost ter se aktivno 
podvojujejo. Na ta način dosežemo najvišjo viabilnost po odtaljevanju, saj so celice ob 
zamrzovanju tako najbolj stabilne in zdrave (OPS Diagnostics, 2017). Z gojenjem in 
precepljanjem celične kulture se potrdi tudi odsotnost okužbe in stabilnost kulture. (Morris, 
1995). Celične kulture v proizvodnji učinkovin za človeško uporabo se že od začetka 
priprave celične banke goji v gojišču brez dodanega antibiotika proti mikroorganizmom, 
zaradi česar je možno odsotnost okužbe potrditi že zelo zgodaj v gojenju (Ryan, 2004). 
Celično banko se pripravlja po načelih dobre proizvodne prakse (angl. good manufacturing 
practice; GMP) v laboratorijih, v katerih so pogoji izredno dobro kontrolirani glede na 
predpisane razrede čistosti. Ti zahtevajo tudi ustrezna oblačila, ki ščitijo tako operaterja kot 
zmanjšujejo možnost okužbe celične kulture. Če je potrebno, se kulturo dodatno preverja na 
morebitno prisotnost mikroorganizmov (bakterije, glive, kvasovke ali mikoplazme) pod 
mikroskopom ali z dodatnimi mikrobiološkimi testi (Ryan, 2004; Gargi, 2015). Šele po tem 
koraku je celična kultura primerna za nadaljevanje priprave celične banke. 
 
Sledi korak koncentriranja kulture in odstranjevanja izrabljenega gojišča. Pomembno je, da 
se s celicami skozi celoten postopek priprave končne zamrzovalne suspenzije dela nežno, da 
ostajajo čim bolj zdrave in nepoškodovane (Ryan, 2004). Kulturo se običajno porazdeli v 
centrifugirke in koncentrira s centrifugiranjem (Gargi, 2012). Za večino celičnih linij je 
dovolj že nežno centrifugiranje pri pogojih 100 rpm, 5-6 minut, vendar se ti pogoji lahko 
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razlikujejo glede na celično linijo ter razvit postopek v določeni industriji (Ryan, 2004). Po 
centrifugiranju se izrabljeno gojišče aseptično odstrani, pelet iz vseh centrifugirk in vseh 
krogov centrifugiranja pa združi z resuspendiranjem v ustreznem volumnu izrabljenega 
gojišča, da se doseže željeno končno koncentracijo celic za zamrzovanje. Nekaterim celicam 
ob zamrzovanju bolj odgovarja uporaba svežega gojišča ali mešanice svežega ter 
izrabljenega gojišča. Izrabljeno gojišče je gojišče, v katerem so celice rasle v zadnji pasaži. 
Vsebuje metabolite, kot so glukoza, aminokisline in nukleotide, rastne faktorje ter 
zunajcelične proteine. Uporaba takega gojišča pri pripravi zamrzovalne suspenzije je 
bistvenega pomena za celične linije, ki rastejo brez prisotnosti seruma (Gargi, 2012). 
Dokazali so, da si celice v takem mediju hitreje opomorejo tudi po odtaljevanju 
(Cryopreservation of Mammalian cells, 2017; Muller in sod., 2004). 
 
Po najbolj običajnih protokolih za zamrzovanje celic, se celično kulturo koncentrira na 
končno koncentracijo celic 1-30×106 celic/ml in zamrzuje v krioviale po 1-2 ml. Te vrednosti 
se spreminjajo glede na celično linijo in potrebe proizvodnje (Gargi, 2012; Fieder in sod., 
2005). Z večjo zamrznjeno koncentracijo celic ali večjim zamrznjenim volumnom lahko 
namreč takoj po odtaljevanju kulturo nagojimo do večjih količin v krajšem času, saj je 
mogoče začeti gojenje z višjo nacepitveno gostoto (Ninomiya in sod. 1991). Poleg plastičnih 
in steklenih kriovial, običajno z volumni 1-10 ml, se za zamrzovanje večjih volumnov 
uporabljajo tudi zamrzovalne vrečke različnih velikosti. Te so bile sprva razvite za 
shranjevanje krvi, vendar so primerne tudi za zamrzovanje drugih celičnih kultur. Vsa 
embalaža je iz materiala, ki ostane stabilen tudi pod -130°C (npr. teflon) (Gargi, 2012). Za 
zamrzovanje v koncentracijah višjih od 100×106 celic/ml in precej večjih volumnov so razvili 
različne metode, saj je za tako količino celic potrebna večja količina začetne celične kulture 
in drugačna priprava kulture zaradi velikih izgub celic med pripravo (Gargi, 2012; Clincke 
in sod., 2013). Ena takih metod je metoda s perfuzijskim bioreaktorjem. Gre za 20L velik 
perfuzijski sistem za namnoževanje velike količine celične kulture, običajno tudi do višjih 
celičnih koncentracij. Začetnega koncentriranja kulture se ne izvede s centrifugiranjem kot 
pri klasičnih metodah, temveč ima perfuzijski bioreaktor del s filtrom, ki loči celice od 
izrabljenega gojišča, ko se celično kulturo usmeri preko filtra (Clincke in sod., 2013). 
 
V zadnjem koraku pred pričetkom zamrzovanja celic se zamrzovalni suspenziji doda en ali 
kombinacija večih krioprotektantov. Različni krioprotektanti in njihove funkcije so 
podrobneje opisane v poglavju 2.1.2 Krioprotektanti in njihovo delovanje. V industrijski 
uporabi sta najpogosteje uporabljena krioprotektanta dimetilsulfoksid  (DMSO) in glicerol 
(Gargi, 2012).  Nekateri viri priporočajo, da se celično kulturo tekom priprave za 
zamrzovanje ves čas ohranja ohlajeno namesto pri sobni temperaturi. S tem naj bi se 
upočasnil celični metabolizem in preprečilo združevanje celic v skupke, poleg tega pa se 
zmanjša tudi fluidnost membran (Ryan, 2004). 
 
Ko je celična kultura z dodanim krioprotektantom pripravljena in porazdeljena v primerni 
vsebnik za zamrzovanje, se prične proces zamrzovanja. V literaturi je opisanih 5 strategij 
zamrzovanja celic (Gargi, 2012), ki so predstavljene v preglednici 2. 5 strategij v resnici 
temelji na dveh principih zamrzovanja: počasnem in hitrem, vendar so se metode prilagajale 
glede na občutljivost celic in volumen, ki ga želimo zamrzniti (Jang in sod., 2017).  
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Preglednica 2: 5 strategij zamrzovanja celic in njihov opis. 
Metoda in opis metode Uporaba 
Ultra hitro zamrzovanje in vitrifikacija 
Pri obeh metodah gre za zelo hitro zamrzovanje, običajno tako, da 
vzorec zamrznemo direktno v tekoči dušik. Pri ultra hitrem zamrzovanju 
je potreba po krioprotektantu zelo majhna ali pa je sploh ni. Pri taki 
hitrosti zamrzovanja ledeni kristali skoraj ne nastajajo oziroma so zelo 
majhni in jih celice lahko prenesejo. Vendar pa mora biti tudi 
odtaljevanje pri tej metodi izredno hitro. Do rekristalizacije bi namreč 
lahko prišlo že pri nizkih temperaturah (-100°C).  Volumni, ki jih lahko 
zamrznemo, morajo biti izredno majhni (Meryman, 2007).   
Vitrifikacija je nadgradnja ultra hitrega zamrzovanja. Pri tej metodi se 
uporabljajo zelo visoke koncentracije penetrirajočega krioprotektanta, 
običajno v kombinaciji z nepentrirajočim krioprotektantom. Na ta način 
je zmanjšan nastanek intra in ekstracelularnega ledu. Celotna suspenzija 
se hitro pretvori v metastabilno amorfno stanje. Metodo so razvili za 
ohranjevanje tkiv, pri katerih bi tudi ekstracelularni ledeni kristali 
povzročili nepopravljivo škodo, vendar pa je lahko vzorec visoki 
koncentraciji krioprotektanta izpostavljen zelo malo časa, kar zahteva 
hitro rokovanje in majhne volumne vzorca (Jain in Paulson, 2006; 
Meryman, 2007). 
Reed in sod. (2002) so z 
metodo Cryoloop, ki deluje na 
principu ultra hitrega 
zamrzovanja, v zelo tanki 
cevki direktno v tekoči dušik 
uspešno zamrznili embrije. 
Tudi vitrifikacija postaja vse 
bolj uveljavljena metoda 
zamrzovanja jajčec za umetne 
oploditve, za zamrzovanje 
celičnih linij pa se ne 
uporablja zaradi visokih 
koncentracij krioprotektantov, 
ki imajo toksičen vpliv, hkrati 
pa vplivajo na osmotski stres 
(Fahy in Wowk, 2015). 
 
Zamrzovanje z dodatkom nepentrirajočih krioprotektantov 
Tako hiter kot počasnejši način zamrzovanja lahko nadgradimo z 
dodajanjem nepenetrirajočih krioprotektantov v vzorec, ki ga 
zamrzujemo. Njihovo delovanje je opisano v poglavju 2.1.2 
Krioprotektanti in njihovo delovanje. Običajno se uporabljajo v 
kombinaciji s penetrirajočimi krioprotektanti. Zaradi povečane 
viskoznosti ekstracelularnega okolja celic zaradi dodanih polimerov se 
znižuje temperatura zmrzišča (Meryman, 2007; Jain in Paulson, 2006). 
V zadnjem času je eden 
najbolj na trg prodirajoči 
polimerov hidroksietil škrob 
(angl. Hydroxyethyl starch, 
HES). Stolzing in sod. (2012) 
so ga uporabili pri 
zamrzovanju najbolj 
občutljivih celic, matičnih 
celic. V študiji so ga 
primerjali in kombinirali z 
DMSO. 
Zamrzovanje z vzdrževanjem ravnotežja (angl. equilibrium freezing) 
Gre za počasnejše zamrzovanje, pri katerem lahko kadarkoli med 
dodajanjem ali odstranjevanjem krioprotektanta ter zamrzovanjem ali 
odtaljevanjem celic posežemo v postopek. Osnovna zahteva pri tem 
postopku je dodatek zadostne koncentracije krioprotektanta, tako da 
omeji ekstracelularno zmrzovanje ter preprečuje osmotski stres in 
nastajanje intracelularnega ledu do popolne zamrznitve (Meryman, 
2007). Tekom procesa se lahko uravnava koncentracijo penetrirajočega 
in nepentrirajočega krioprotektanta, da se celico drži v ustreznem 
osmotskem ravnotežju.  
 
Izvedene so bile številne 
študije o zamrzovanju 
eritrocitrov (Valeri in sod., 
2000). Mazur (1990) je s to 
metodo uspešno zamrznil 
sesalske embrije. Uporaba te 
metode na drugih celicah in 
tkivih je sicer še precej 
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Nadaljevanje preglednice 2. 
Metoda in opis metode Uporaba 
Zamrzovanje celic s kontroliranjem hitrosti zamrzovanja 
Glavna prednost te metode je možna uporaba razmeroma nizkih 
koncentracij krioprotektanta, kar posledično zmanjša njegov toksičen 
vpliv na celice. Tako je olajšano tudi njegovo dodajanje v zamrzovalno 
suspenzijo pred zamrzovanjem in odstranjevanje iz celične kulture po 
odtaljevanju, običajno samo z razredčevanjem v gojišču. Optimalen 
potek zamrzovanja se določa glede na celice, ki jih zamrzujemo in je 
odvisen od: 1) permeabilnosti celične membrane za krioprotektant; 2) 
tolerance celic do dehidracije; 3) viskoznosti okolja zaradi 
krioprotektanta v odvisnosti od temperature in koncentracije 
krioprotektanta; 4) koncentracije krioprotektanta, ki je potrebna za 
zamrznitev notranjosti celice ter 5) koncentracije in temperature, pri 
kateri krioprotektant začne toksično vplivati na celico (Meryman, 2007). 
S tem postopkom lahko najlažje nadziramo fiziološko dogajanje med 
zamrzovanjem in dosežemo najvišje viabilnosti po odtaljevanju pri 




zamrzovanja pri delu s 
celičnimi kulturami, predvsem 
v industriji, kjer se celične 
linije shranjujejo in 




Po izbiri ustreznega pristopa zamrzovanja in samem zamrzovanju se priprava banke konča 
s shranjevanjem zamrznjenih kriovial v ustreznih prostorih. To so običajno krioposode, 
napolnjene s tekočim dušikom ali njegovo plinsko fazo ter temperaturo pod -130°C. 
 
2.1.4 Odtaljevanje zamrznjenih celic 
 
Po zamrzovanju in shranjevanju celic sledi postopek odtaljevanja celic, ki prav tako kot 
zamrzovanje predstavlja kritičen korak pri delu s celicami. Glavni namen odtaljevanja 
zamrznjenih celic je popolna odstranitev krioprotektanta ali razredčitev do takih koncentracij, 
ko ni več toksičen za celično kulturo (Muller in Critser, 2007). Odtaljevanje naj bi bilo, ne 
glede na način zamrzovanja, zelo hitro zaradi pojava rekristalizacije (Meryman, 2007). 
Kriterija uspešne kriobanke sta visoka viabilnost po odtaljevanju in hitrost rasti pri gojenju 
po odtaljevanju (Gargi, 2012). Pri tem je pomembno upoštevati, da se vpliv poškodb celic, 
ki lahko vodijo tudi v celično smrt, ne pokažejo vedno takoj po odtaljevanju, temveč celice 
propadejo šele nekaj ur do nekaj dni po odtaljevanju. Gre za preloženo celično smrt zaradi 
poškodb pri zamrzovanju (CIDOCD; angl. Cryopreservation-induced delayed-onset cell 
death), pri kateri je običajno viabilnost takoj po odtaljevanju zelo visoka, nato pa zelo pade 
v naslednjih 24-48 urah (Gargi, 2015). Celično rast spremljamo s pomočjo rastnih krivulj, 
ki so značilne za posamezno celično linijo. V splošnem je sestavljena iz 4 faz. Takoj po 
nacepitvi so celice v latentni fazi (lag faza), ki lahko traja nekaj ur do 2 dni. Celice si v tem 
času opomorejo od poškodb in prilagodijo na novo okolje, zaradi česar je rast počasnejša. 
Nato preidejo v eksponentno fazo (log faza), ko se celice aktivno podvojujejo. Ko so 
dosežene maksimalne kapacitete medija, celice preidejo v stacionarno fazo. Tu sta rast in 
odmiranje v ravnotežju, celice pa imajo v tej fazi največjo viabilnost in so tudi po velikosti 
največje. Zaradi nadaljnje porabe hranil v mediju in povečanja koncentracije metabolitov v 
kulturi pride do pomanjkanja hranil in tvorbe toksičnih metabolitov. Celice počasi preidejo 
v fazo odmiranja, ko je stopnja odmiranja večja od njihove rasti. Za ohranjanje najvišjih 
viabilnosti in rasti celice precepljamo v sveže gojišče, dokler so še v eksponentni fazi rasti 
(Pörtner, 2007; Najafpour, 2015). 
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3 MATERIALI  
3.1 PRIPOMOČKI IN APARATURE 
3.1.1 Priprava gojišča 
 
 Steklene in plastične čaše 
 Plastične ladjice 
 Plastična vreča  
 IKA mešala 
 Magnetna mešala, magneti 
 Tehtnice: precizna, analitska, tehtnica do 60 kg 
 pH meter 
 Osmomat 
 Perfuzijska črpalka 
 Tlačna črpalka 
 Sterilni vsebniki z vakuumskimi filtracijskimi nastavki 0,22 µm  (nuče, 
CORNING) 
3.1.2 Priprava zamrzovalne suspenzije ter zamrzovanje celic 
 
 Mikrobiološka komora (MBK) 
 Pipetor in sterilne stripete (5, 10, 25, 50 in 100 ml; CORNING) 
 Centrifuga (eppendorf) 
 Centrifugirke (50 ml; CORNING, 225 ml; Falcon, 500 ml; CORNING) 
 Pipete (BIOHIT) in tipsi (BIOHIT) 
 Avtomatske pipete (eppendorf Xplorer) in tipsi (eppendorf) 
 Krioviale (CORNING) 
 Mr. Frosty: za 2 ml in 5 ml krioviale (Nalgene) 
 Zamrzovalnik (-80°C) 
 Krioposoda (-180°C, tekoči dušik)  
3.1.3 Odtaljevanje, štetje in gojenje celic 
 
 Vodna kopel, ogreta na 37°C 
 Brezprašne brisačke 
 Pipetor in sterilne stripete (5, 10, 25, 50 in 100 ml; CORNING) 
 Sterilne rastne plastenke (glej preglednico 3) 
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Preglednica 3: Rastne plastenke z delovnimi volumni. 
Rastna plastenka Proizvajalec  Delovni volumen (WV) 
SF250 CORNING 50 ml 
SF500 125 ml 
SF1000 250 ml 
SF3000 1000 ml 
SF5000 THOMSON 2500 ml 
  
 CO2 stresalnik (pogoji: 36,5°C, 10% CO2, 200 ali 120 rpm) 
 naprava za štetje celic Vi-CELL XR (BECKMAN COULTER) 




Preglednica 4: Uporabljene kemikalije s proizvajalci in kataloškimi številkami. 
Kemikalija Proizvajalec Kataloška 
številka 
PRIPRAVA GOJIŠČA 
WFI voda Lek d.d. / 
Osnovno gojišče v prahu z mešanico aminokislin ter 
dodatkov 
IrvineScientific 98671 
L-Glutamin Merck 1.00286 
32% raztopina natrijevega hidroksida (NaOH) Merck 1.05587 
Natrijev hidrogen karbonat (NaHCO3) AppliChem Panreac A1353 
L-Tirozin Sigma Aldrich T8566 
L-Cistin  Sigma Aldrich 779539 
Natrijev citrat tribazni dihidrat 
(HOC(COONa)(CH2COONa)2 * 2H2O) 
Sigma Aldrich S4641 
Železov (III) klorid heksahidrat (FeCl₃ * 6 H₂O) Sigma Aldrich F2877 
Etanolamin Sigma Aldrich E0135 
Koliphor (Pluronic F68) Sigma K4894 
1-tioglicerol Sigma Aldrich M6145 
Inzulin, človeški rekombinantni Novo Nordisk / FeF 
Chemicals  
660010 
Natrijev klorid (NaCl) SIGMA S6191 
Klorovodikova kislina (HCl) 25% Merck 1.00312 
OSTALE KEMIKALIJE 
Dimetilsulfoksid (DMSO) Sigma Aldrich D2438 
Izopropanol (IPA) ECOLAB 3078560 
Komplet z reagenti za Vi-CELL XR Beckman Coulter 383204 
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3.3 CELIČNA LINIJA (CHO) 
 
Poskuse smo izvajali na dveh celičnih linijah celic ovarijev kitajskega hrčka. Celični liniji 
se najbolj razlikujeta na genetskem nivoju, zaradi česar sta različno uporabni v proizvodnji 
rekombinantnih učinkovin. Celična linija A je neklonalna celična linija. V študijah genoma 
te celične linije so dokazali, da se celice med seboj genetsko zelo razlikujejo, zato je bolj 
zaželjena v biofarmacevtiki. Pri vgrajevanju želenega gena namreč dobimo veliko različnih 
klonov, zaradi česar je lažje najti klon, ki proizvaja produkt s točno želenimi lastnostmi. 
Celična linija B je genetsko bolj stabilna in se zaradi tega po vgrajevanju gena pričakuje bolj 
uniformne  klone ter posledično bolj uniformno produkcijo produkta. Spremembe v 
strukturah kromosomov so redkejše, večina celic pa ima enako število kromosomov in se 
lažje predvideva, kam se bo željeni gen vgradil. Raje kot za iskanje optimalnega klona, se 
uporablja za večje produkcije originatorja, saj poznajo točno določeno mesto v kromosomu, 
katerega izbitje močno poveča produkcijo učinkovine. Pri poskusih smo spremljali njuno 
rast in viabilnost. Obe celični liniji sta prilagojeni na rast v suspenziji in v gojišču brez 
dodatka živalskega seruma, smo pa pri celični liniji A opazili daljši podvojevalni čas kot pri 
celični liniji B. Statistične primerjave smo zato delali znotraj posamezne celične linije in ne 
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Slika 4: Shema poteka dela s časovnico in glavnimi koraki. 
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Shema na sliki 4 prikazuje potek eksperimentalnega dela. Najprej smo pripravili rastno 
gojišče. Nato smo odtalili eno ali več kriovial in celično kulturo namnožili do večjih 
volumnov, ki smo jih potrebovali za izvedbo 4 različnih tipov poskusov, kjer smo celično 
suspenzijo za zamrzovanje pripravljali z različnimi pogoji. Zamrznjene celice smo nato 
odtaljevali in preverjali, kako je določen pogoj pri zamrzovanju vplival na njihovo viabilnost 
in koncentracijo. Za vsak poskus, kar pomeni za vsako biološko ponovitev (2-3 biološke 
ponovitve) določenega poskusa (4 tipi poskusov) za vsako celično linijo (2 celični liniji) 
posebej, smo izvedli celoten postopek, prikazan na sliki 4. Koraki so podrobneje opisani v 
nadaljevanju.  
 
4.1 PRIPRAVA RASTNEGA GOJIŠČA 
 
Rastno gojišče smo pripravljali za vsako celično linijo posebej tako, da smo dosegli končne 
koncentracije sestavin v gojišču, ki so opisane in  zaščitene s patentom  EP 2 563 904 B1 
(Leist in sod., 2015).  
 
Za pripravo gojišča in založnih raztopin smo uporabili injekcijsko vodo (angl. water for 
injection, WFI). Gre za visoko prečiščeno vodo, ki vsebuje manj kot 10 CFU/100 ml 
aerobnih bakterij, ima zmanjšano vsebnost končnega CO2, endotoksinov in prevodnost. V 
Evropi se tako vodo najprej obdela preko številnih korakov filtracije in odstranitve ionov ter 
klorinov, v končnih korakih pa z metodo destilacije (What is WFI, 2015).  
 
Nekatere sestavine smo pripravljali v založnih raztopinah in jih nato dodajali preostalemu 
gojišču. Potrebne količine kemikalij smo tehtali na analitski in precizni tehtnici. Manjše 
volumne smo mešali na magnetnem mešalu, večje pa z IKA mešalom. Gojišče smo pričeli 
pripravljati z dodajanjem mešanice osnovnega gojišča začetni količini WFI vode, kakor je 
bilo predpisano v recepturi. Ta mešanica vsebuje potrebne aminokisline in druga hranila za 
gojenje celic. Nato smo dodajali še preostale surovine.  
 
Sterilnost gojišča smo dosegli s filtracijo gojišča preko 0,1 µm filtra v aseptičnih pogojih v 
mikrobiološki komori (MBK). Gojišče smo s pomočjo peristaltične črpalke po cevi usmerili 
na sterilne vsebnike z vakuumskimi filtracijskimi nastavki (0,22 µm) v MBK in ga s pomočjo 
tlačne črpalke, ki ustvarja vakuum, potegnili preko filtra. Do uporabe smo ga shranili na 
hladnem (2-8°C).  
 
4.2 NAMNOŽEVANJE KULTURE 
 
Za izvedbo vsakega poskusa posebej, ki so opisani v nadaljevanju, je bilo potrebno najprej 
namnožiti kulturo do večjih volumnov. Zaželjeno je, da celice vsaj dvakrat precepimo pred 
samim zamrzovanjem, da potrdimo odsotnost okužbe in stabilnost kulture, pri tem pa pazimo, 
da celice ne presežejo 90 % svoje maksimalne možne koncentracije celic v celični kulturi 
(Morris, 1995). Celice smo odtaljevali in gojili po protokolih, ki so predpisani Lek d.d. 
 
Namnoževanje kulture smo pričeli z odtaljevanjem ene ali več kriovial. Krioviale smo 
odtaljevali 3 minute ročno z rahlim kroženjem v vodni kopeli pri 37°C (Gargi, 2012), kar je 
običajna temperatura, pri katerih celice kasneje gojimo (Morris, 1995). Krioviale smo po 
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odtaljevanju dezinficirali z IPA in prenesli v mikrobiološko komoro z aseptičnimi pogoji. S 
pipetorjem smo celotno vsebino krioviale prenesli v rastno gojišče, ki smo ga predogreli v 
vodni kopeli na 37°C. Glede na zamrznjeno koncentracijo celic v krioviali smo v rastno 
plastenko pripravili tako količino gojišča, da je bila po razredčitvi začetna koncentracija celic 
v kulturi 0,2x106 celic/ml.  
 











− 𝑉𝑧𝑎𝑚𝑟𝑧.𝑠𝑢𝑠𝑝.(𝑚𝑙)                      ... (1) 
To pomeni, da smo za 1 ml zamrznjene suspenzije s koncentracijo celic 1,0x107 celic/ml 
pripravili v rastno plastenko 49 ml gojišča. Uporabili smo rastno plastenko z delovnim 
volumnom WV=50 ml (glej preglednico 1). Na ta način smo celicam dodali sveža hranila in 
hkrati razredčili krioprotektant. Iz celične kulture smo v merilno posodico prenesli 1ml 
vzorca za informativno merjenje viabilnosti in koncentracije celic na napravi za štetje celic 
Vi-CELL XR (glej stran 33). Celično kulturo smo nato prenesli v CO2 stresalnik (pogoji: 
36,5°C, 10 % CO2, 200 rpm) in gojili 3-4 dni (pasaža 1). Na zadnji dan 1. pasaže smo kulturo 
nacepili v večje rastne plastenke z WV=125 ml, tako da smo glede na koncentracijo celic v 
kulturi, ki smo jo določili z napravo Vi-CELL XR, preračunali potreben volumen vcepka, 
da bo začetna koncentracija v večji rastni plastenki 0,2x106 celic/ml ali več, odvisno koliko 
celic želimo namnožiti. Pri tem smo pazili, da volumen vcepka po izračunu ni presegal 25 % 
končnega volumna v rastni plastenki. Z vcepkom se namreč poleg rastnih faktorjev prenesejo 
tudi toksični produkti, ki jih izločajo celice. Vsebnost teh ne sme biti previsoka, da se celice 
normalno delijo naprej (Gargi, 2012). Preverili smo tudi viabilnost celic, ki naj bi bila pri 
zdravih kulturah ob koncu pasaže vsaj 90 % (Morris, 1995). Cilj precepitve je bil 
precepljanje kulture iz ene začetne rastne plastenke v več večjih rastnih plastenk, da bi na 
koncu dobili večjo količino celične kulture. Gojišče za precepitev smo predogreli v vodni 
kopeli na 37°C. 
 
Enačba za izračun volumna vcepka: 
 
𝑉𝑣𝑐𝑒𝑝𝑘𝑎(𝑚𝑙) =  
0,2 × 106 (𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑚𝐿 ⁄ )× 𝑊𝑉 (𝑚𝑙)
𝐶(𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑚𝑙)⁄
                                                            ... (2) 
 
Enačba za izračun volumna dodanega gojišča: 
 
𝑉𝑔𝑜𝑗𝑖šč𝑎(𝑚𝑙) = 𝑊𝑉 (𝑚𝑙) −  𝑉𝑣𝑐𝑒𝑝𝑘𝑎(𝑚𝑙)                                                             ... (3) 
C………koncentracija celic ob koncu pasaže, izmerjena na aparatu Vi-CELL XR 
Vgojišča…volumen svežega predogretega gojišča, ki ga dodamo k vcepku 
Vvcepka…volumen kulture iz prejšnje pasaže, ki jo dodamo svežemu gojišču  
WV……delovni volumen rastne plastenke (glej preglednico 1) 
 
Precepljeno kulturo smo nato vrnili v CO2 stresalnik in gojili naprej. Precepitev v pasažo 3, 
ter 4 ali 5 po potrebi, smo izvedli na enak način kot v pasažo 2 in prav tako po 3-4 dnevih 
gojenja celic. Pri vsaki pasaži smo uporabili rastno plastenko z večjim WV: v pasaži 3 z 
WV=250 ml in v pasaži 4 ter 5 rastno plastenko z WV=1000 ml ali WV=2500 ml (glej 
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preglednico 1). Zadnji dve rastni plastenki z večjim WV smo prenesli na enake pogoje v 
CO2 stresalniku kot manjše, le da se je celična kultura stresala na manjših obratih, in sicer 
120 rpm, da ne bi prišlo do penjenja. Na dan zamrzovanja, 3. ali 4. dan zadnje pasaže, smo 
tako zaradi precepljanja dobili več rastnih plastenk z 1 ali 2,5 litrom celične kulture, glede 
na to koliko kulture smo potrebovali za izvedbo posameznega poskusa.  
 
4.3 ZAMRZOVANJE CELIČNE KULTURE 
 
Celice smo zamrzovali v pasaži 3, 4 ali 5 na tretji ali četrti dan po precepitvi (dan 0), ko so 
bile še v logaritemski fazi rasti. Na ta način smo tudi preverili, da v kulturi pri precepitvi ali 
med gojenjem ni prišlo do okužbe, ki bi se pokazala do zadnjega dneva pasaže, saj bi se 
mikroorganizmi hitreje namnoževali od CHO celic (Morris, 1995). Zamrzovalno suspenzijo 
smo pripravljali po protokolih, ki so predpisani v Lek d.d. Zamrzovalna suspenzija je 
sestavljena iz zamrzovalnega gojišča in celic. Zamrzovalno gojišče je gojišče, v katerem 
zamrzujemo celice z dodanim krioprotektantom. Kot zamrzovalno gojišče smo uporabili 
izrabljeno rastno gojišče, v katerem smo do dneva zamrzovanja gojili celice. Potek priprave 
zamrzovalne suspenzije, zamrzovanja in shranjevanja kriovial je prikazan na sliki 5, 
podrobnejši opis postopka pa je opisan v nadaljevanju. Delali smo v aseptičnih pogojih v 
mikrobiološki komori. Priprava zamrzovalne suspenzije je za vse poskuse (4 tipi poskusov) 
sledila enakim korakom. Razlike so bile v izbranih koncentracijah DMSO, zamrznjeni 
koncentraciji celic in volumnu zamrzovalne suspenzije v krioviali. Razlike so za vsak poskus 
posebej opisane v nadaljevanju. 
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Slika 5: Glavni koraki priprave zamrzovalne suspenzije do shranjevanja kriovial. 
 
Iz celične kulture smo najprej vzorčili 1ml in na napravi za štetje celic Vi-CELL XR pomerili 
koncentracijo ter viabilnost celic. Pri nadaljnih preračunih smo upoštevali koncentracijo 
viabilnih celic. Najprej smo izračunali maksimalno število kriovial, ki jih lahko pripravimo 
iz volumna celične kulture, ki jo imamo na razpolago z določeno koncentracijo celic. Pri 
izračunu smo upoštevali pribitek zaradi izgub celic. Ta pribitek je lahko večji ali manjši, 
odvisno od koncentracije celic, ki jo bomo zamrzovali. Pri končnih koncentracijah celic za 
zamrzovanje do 5×107 celic/ml upoštevamo 50 % pribitek, pri koncentracijah celic nad 5×107 
celic/ml pa 80-150 % pribitek zaradi zelo velikih izgub celic tekom priprave zamrzovalne 
suspenzije. 
 
Glede na maksimalno število kriovial smo preračunali, kakšen volumen kulture moramo 
centrifugirati za pripravo želenega števila kriovial, ki smo ga določili za določen poskus 
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Enačba za izračun maksimalnega števila kriovial, ki jih lahko pripravimo iz dane celične 
kulture (Nmax):  
𝑁𝑚𝑎𝑥 =








                                                                       ... (4) 
Vkulture...volumen celične kulture, ki jo imamo na razpolago 
Ckulture…koncentracija viabilnih celic v kulturi 
1,5…….pribitek k izračunu zaradi izgub celic tekom priprave zamrzovalne suspenzije (v tem primeru 50 % 
pribitek) 
Czamr….končna koncentracija viabilnih celic, ki jo želimo zamrzniti  
Vzamr…volumen zamrzovalne suspenzije v eni krioviali  
 
Volumen kulture za centrifugiranje (Vcentr):  
 
𝑉𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟(𝑚𝑙) =  
𝑉𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑒 (𝑚𝑙) × 𝑁
𝑁𝑚𝑎𝑥
                                                                              ... (5) 
N…….število kriovial, ki jih želimo zamrzniti 
 
Izračunani Vcentr  smo centrifugirali v centrifugi pri pogojih: 300×g, 20°C, 10 minut. Nato 
smo celotno izrabljeno gojišče oziroma supernatanta aseptično odpipetirali in shranili v 
rastni plastenki za nadaljnjo uporabo. Preračunali smo potreben volumen za resuspendiranje 
peletov iz vseh centrifugirk in vseh krogov centrifugiranja, če so bili potrebni. Pri izračunu 
smo upoštevali  pribitek kot rezervo, vendar pa je ta pribitek odvisen od končne 
koncentracije celic, ki jo bomo zamrzovali. Pri koncentracijah celic do 5×107 celic/ml 
ponovno upoštevamo 50 % pribitek, pri koncentracijah celic nad 5×107 celic/ml pa manjši 
pribitek, 20 %, da celic ne razredčimo preveč. 
 
Enačba za izračun  volumna supernatanta za resuspendiranje peletov (Vresusp): 
 
𝑉𝑟𝑒𝑠𝑢𝑠𝑝(𝑚𝑙) = 𝑁 ×  1,0 𝑚𝑙 ×  1,5                                                                      ... (6) 
1,5……pribitek zaradi izgub tekom priprave (v tem primeru 50 % pribitek) 
 
Zaradi izgub celic tekom priprave smo pelet resuspendirali v 2/3 Vresusp, da ne bi celic že na 
začetku razredčili preveč, in smo njihovo koncentracijo uravnavali kasneje (glej enačbo 9).   
 




(𝑚𝑙) =  𝑉𝑟𝑒𝑠𝑢𝑠𝑝(𝑚𝑙) ×  
2
3⁄                                                                           ... (7) 
 
Pelete iz vseh centrifugirk iz vseh krogov centrifugiranja smo resuspendirali z V2/3 in 
pomerili povečanje volumna suspenzije zaradi peleta (Vpeleta). Suspenziji smo na Vi-CELL 
XR dvakrat izmerili koncentracijo viabilnih celic. To smo storili tako, da smo vzeli dvakrat 
1 ml celične suspenzije in oba vzorca redčili toliko, da je dobljena vrednost padla v dovoljeno 
merilno območje naprave Vi-CELL XR (0,1×106 – 1,0×107 celic/ml).  Koncentraciji smo 
označili s C1 in C2. Ta korak je kritičen, saj z dobljenima vrednostima dobimo povprečno 
koncentracjo celic v suspenziji in jo tako lahko bolj natančno uravnavamo. Dobljeno 
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povprečje uporabimo za preračun končnega volumna zamrzovalne suspenzije (Vkončni) z 
upoštevanjem željene končne koncentracije celic (Czamr). 
 





(𝑚𝑙) +  𝑉𝑝𝑒𝑙𝑒𝑡𝑎(𝑚𝑙) − 2 𝑚𝑙                                                      ... (8) 
 















 × 𝑉𝑠𝑢𝑠𝑝(𝑚𝑙)                                                     ... (9) 
 
Glede na končni volumen zamrzovalne suspenzije smo izračunali potrebna volumna DMSO 
(VDMSO) in supernatanta (Vdodani), ki smo ju dodali celični suspenziji.   
 




100⁄  ×  𝑉𝑘𝑜𝑛č𝑛𝑖(𝑚𝑙)                                                  ... (10) 
% DMSO……..željena koncentracija DMSO v končni zamrzovalni suspenziji (npr. 7,5 % DMSO) 
 
Enačba za izračun volumna izrabljenega gojišča (Vdodani): 
 
𝑉𝑑𝑜𝑑𝑎𝑛𝑖(𝑚𝑙) =  𝑉𝑘𝑜𝑛č𝑛𝑖(𝑚𝑙) −  𝑉𝑠𝑢𝑠𝑝(𝑚𝑙) −  𝑉𝐷𝑀𝑆𝑂(𝑚𝑙)                                ... (11) 
 
Najprej smo celični suspenziji v centrifugirki dodali potreben volumen supernatanta, nato 
pa smo po kapljicah med mešanjem dodajali še DMSO. Po tem smo pričeli s polnjenjem 
kriovial z avtomatsko pipeto Eppendorf Xplorer. V vsako kriovialo smo odpipetirali določen 
volumen zamrzovalne suspenzije, ki smo ga že prej upoštevali pri preračunih.  
 
Pri pripravi smo pazili na kritičen parameter, in sicer čas izpostavljenosti celic DMSO. Po 
literaturi naj bi bile celice klasični koncentraciji DMSO 5 % - 10 % izpostavljene vsaj 10 
minut, da lahko DMSO uspešno preide v njihovo notranjost (Meryman, 2007; Suzuki in sod, 
1995). Po drugi strani pa naj ne bi bile izpostavljene več kot 90 minut, saj DMSO interagira 
s celičnimi strukturami in  lipidi v fosfolipidnem dvosloju v celični membrani, kar vodi v 
zmanjšanje celovitosti in stabilnosti membrane (Gargi, 2012).   
 
Krioviale smo nato prenesli v zamrzovalne posodice Mr. Frosty, ki smo jih en dan prej 
napolnili z izpropanolom in ohladili v hladilniku na 4-10°C. Napolnjene Mr. Frosty smo 
prenesli v zamrzovalnik na -80°C in pustili zamrzovati čez noč. Za uspešno zamrzovanje 
moramo Mr. Frosty s kriovialami v zamrzovalniku pustiti vsaj 4 ure. Krioviale smo naslednji 
dan prestavili v krioposode s plinsko fazo tekočega dušika (-180°C), kjer smo jih shranili do 
nadaljnje uporabe.  
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4.3.1 Testiranje vpliva koncentracije DMSO in koncentracije celic ob zamrzovanju 
na njihovo preživelost ter določanje ožjih območij vrednosti za optimizacijske 
eksperimente in zamrzovanje v hladnem  
 
4.3.1.1 Testiranje vpliva koncentracije DMSO pri zamrzovanju na preživelost celic po 
zamrzovanju 
 
S poskusom smo testirali vpliv 9 različnih koncentracij DMSO, uporabljenih pri 
zamrzovanju, na preživelost celic po odtaljevanju. Pri vseh pogojih smo upoštevali enako 
zamrzovalno koncentracijo celic in enak volumen zamrzovalne suspenzije v eni krioviali. 
Celice smo zamrznili s koncentracijo 1,0×107 celic/ml, krioviale pa smo napolnili z 1 ml 
zamrzovalne suspenzije. Cilj je bil pripraviti 6 kriovial za vsak pogoj, vendar pa smo pri 
izračunih upoštevali 10 kriovial, da bi imeli rezervo. Začetno celično kulturo smo pripravljali 
skupaj do koraka, ko skoncentrirani kulturi dvakrat pomerimo koncentracijo celic na Vi-
CELL XR. Kulturo smo pred tem razdelili na 10 enakih delov (n=10) v 50 ml centrifugirke 
in za vsako kulturo pripravili dva 10x redčena vzorca ter ju pomerili na napravi Vi-CELL 
XR. Volumen vsake od desetih suspenzij smo izračunali po enačbi 12, ki je izpeljana iz 






− 2 𝑚𝑙                                                                           ... (12) 
 
Nadaljnje izračune za končni volumen suspenzije, volumen DMSO in volumen dodanega 
supernatanta smo izvedli za vsako kulturo posebej. Pri izračunu volumna DMSO (glej 
enačbo 10) smo upoštevali 9 različnih koncentracij in negativno kontrolo (0 %). Testirane 
koncentracije DMSO so prikazane v preglednici 5. 
 
Preglednica 5: Testirane koncentracije DMSO in razlogi, zakaj smo jih izbrali. 
9 TESTIRANIH KONCENTRACIJ DMSO + negativna kontrola 
0 % Kontrola, da celice brez krioprotektanta ne preživijo zamrzovanja. 
2 % 
Nižja koncentracija DMSO od tiste, ki so jo testirali kot najnižjo v literaturi (3,5 %). Pričakujemo 
večji vpliv na preživelost celic. 
5 % Pogosto omenjena koncentracija v literaturi pri zamrzovanju sesalskih celic. 
6 % Vmesna koncentracija. 
7 % Ozko območje okoli običajne točke (7,5%). Ne pričakujemo večjih sprememb. 
7,5 % Koncentracija DMSO, ki se uporablja pri zamrzovanju CHO celic v Lek d.d. 
8 % Ozko območje okoli običajne točke (7,5%). Ne pričakujemo večjih sprememb. 
9 % Vmesna koncentracija. 
10 % Maksimalna koncentracija za zamrzovanje sesalskih celic v literaturi. 
15 % Visoka koncentracija. Pričakujemo večji negativni vpliv na preživelost celic. 
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Poskus smo izvedli na obeh celičnih linijah A in B. Izvedli smo 3 neodvisne biološke 
ponovitve poskusa za vsako celično linijo s 6 paralelkami (n=6) za vsak pogoj. Celično 
kulturo smo po odtaljevanju gojili in precepljali do tretjega dneva tretje pasaže ter jo nato 
ustrezno zavrgli (glej opis odtaljevanja v poglavju 3.2.4 Preverjanje viabilnosti in 
koncentracije celic po zamrzovanju). 
 
4.3.1.2 Testiranje vpliva koncentracije celice ob zamrzovanju na njihovo preživelost po 
zamrzovanju 
 
S poskusom smo testirali, kako na preživelost celic po zamrzovanju vpliva njihova 
koncentracija, ki smo jo pripravili in zamrznili. Kot krioprotektant smo dodali DMSO v 
koncentraciji 7,5 %, kot se običajno pripravlja v Lek d.d., krioviale pa smo polnili po 1ml. 
Za vsak pogoj, torej vsako izbrano končno koncentracijo celic, ki smo jo zamrznili, smo 
zamrzovalno suspenzijo pripravljali posebej, vendar iz skupne začetne kulture. Cilj je bil 
pripraviti 6 kriovial na pogoj, vendar pa smo pri izračunih upoštevali 10 kriovial, da bi imeli 
rezervo. Končno želeno koncentracijo celic za zamrzovanje smo upoštevali pri vseh 
izračunih od začetka priprave in s pripadajočimi pribitki, kakor smo jih navedli v poglavju 
3.2.3 Zamrzovanje celične kulture. Koncentracije celic, ki smo jih zamrznili in testirali, so 
prikazane v preglednici 6. 
 
Preglednica 6: Testirane koncentracije celic, ki smo jih zamrznili. 
Pogoj KONCENTRACIJA CELIC OB ZAMRZOVANJU (×10
6 celic/ml) 
1 10-12×106 celic/ml Običajno zamrznjena koncentracija celic v Lek d.d.  
2 40×106 celic/ml 
Blizu maksimalne zamrznjene koncentracije, pripravljene s klasičnimi 
metodami za pripravo celičnih bank, ki je navedena v literaturi 
(50×106 celic/ml). 
3 100×106 celic/ml Višja zamrznjena koncentracija celic od navedenih. 
4 500×106 celic/ml 
Do sedaj maksimalna zamrznjena koncentracija celic, ki jo pripravimo 
z našo klasično metodo zamrzovanja. V literaturi je opisana metoda s 
perfuzijskim biorekatorjem brez centrifugiranja.  
 
Redčene vzorce skoncentrirane kulture za meritve na napravi Vi-CELL XR za uravnavanje 
končne zamrzovane koncentracije celic smo pri prvem in drugemu pogoju pripravili z 
redčenjem 1:9, pri tretjem in četrtem pogoju  pa 1:99. 
 
Poskus smo izvedli za obe celični liniji A in B. Izvedli smo 2 neodvisni biološki ponovitvi 
poskusa za vsako celično linijo s 6 paralelkami (n=6) za vsak pogoj. Celično kulturo smo po 
odtaljevanju gojili in precepljali do tretjega dneva tretje pasaže ter jo nato ustrezno zavrgli 





Marc K. Optimizacija zamrzovanja celic ovarija kitajskega hrčka.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
4.3.2 Določanje optimalne kombinacije treh dejavnikov z optimizacijskimi 
eksperimenti za najvišjo preživelost celic po  zamrzovanju 
 
Na podlagi rezultatov po analizi podatkov iz prvih predhodnih poskusov smo želeli pripraviti 
optimiziran protokol za zamrzovanje celic z upoštevanjem treh pomembnih dejavnikov, ki 
vplivajo na preživelost celic po zamrzovanju. Z računalniškim programom MODDE 11 smo 
pripravili načrt eksperimentov (angl. Design of Experiments, DoE) za določitev optimalnega 
zamrzovalnega protokola, ki se po odtaljevanju odraža v najvišjih viabilnostih in hitrosti 
rasti celic.  
 
Metoda načrtovanja eksperimentov (angl. Design of Experiments, DoE) je sistematska 
metoda za določanje vpliva dejavnikov, ki so si med sabo v odnosih, na proces. Cilj metode 
je ugotavljanje vpliva kombinacij dejavnikov, ki bodo skupaj imeli pozitiven ali negativen 
vpliv na sam proces oziroma ugotavljanje močnejšega vpliva enega dejavnika v primerjavi 
z drugimi. DoE je sestavljen iz treh delov, ki jih določimo pri pripravi načrta. Prvi so 
dejavniki, ki vplivajo na naš proces. Lahko jih nadziramo in spreminjamo (variabilni) ali pa 
jih ne moremo nadzirati (nevariabilni) in moramo njihov vpliv preučiti s pomočjo več 
ponovitev poskusa. Drugi del načrta so območja, v katerih dejavnike testiramo, z ustreznimi 
merskimi enotami. Tretji del so odzivi procesa, ki jih merimo ob izvedbi poskusa (Design of 
Experiments, 2017). Informacije vnesemo v računalniški program, ki omogoča oblikovanje 
minimalnega števila eksperimentov za dosego zanesljivih rezultatov, pri čemer upošteva 
interakcije dejavnikov in vplive okolja.  Obstaja več računalniških programov z možnostjo 
uporabe metode načrtovanja eksperimentov. Mi smo uporabili program MODDE 11 podjetja 
MKS Umetrics. Podrobnejša navodila za uporabo programa so opisana v proizvajalčevem 
vodiču  (User Guide to MODDE, 2014). 
 
V oblikovanje poskusa smo vključili 2 variabilna dejavnika, ki smo ju testirali v predhodnih 
poskusih, in sicer koncentracijo DMSO ter zamrznjeno koncentracijo celic. Dodatni 
variabilni dejavnik, ki smo ga vključili v načrt, je bil volumen zamrzovalne suspenzije v eni 
krioviali, za katerega smo predvidevali, da nima vpliva na preživelost celic po zamrzovanju. 
V preglednici 7 so predstavljene območne vrednosti, znotraj katerih smo želeli optimizirati 
postopek. Vpliv nevariabilnih dejavnikov v našem poskusu smo preverili in izključili z 
biološko ponovitvijo poskusa in 3 paralelkami na posamezen pogoj. V preglednici 7 so 
predstavljeni tudi odzivi celic, ki smo jih merili po odtaljevanju. Pridobljeni so bili z izračuni 
iz surovih podatkov za viabilnost in koncentracijo viabilnih celic, ki smo ju merili tekom 
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Preglednica 7: Dejavniki, območne vrednosti in odzivi za oblikovanje načrta. 
VARIABILNI DEJAVNIKI OBMOČNE VREDNOSTI ODZIVI 
- Koncentracija DMSO 
- Koncentracija celic ob 
zamrzovanju 
- Volumen zamrzovalne 
suspenzije v 1 krioviali 
DMSO: 2 - 7,5 % (srednja vrednost: 
5 %) 
Koncentracija zamrznjenih celic: 
5×106 – 100×106 celic/ml (srednja 
vrednost: 22×106 celic/ml) 
Volumen suspenzije v krioviali: 1 – 4 




- Padec viabilnosti 
tekom pasaže 1 
NEVARIABILNI DEJAVNIKI 
- Operater 





Za pripravo zamrzovalne suspenzije smo uporabili skupno namnoženo celično kulturo, 
vendar smo celično suspenzijo za vsako kombinacijo pripravili posebej po enakem postopku, 
kot je opisano v poglavju 3.2.3 Zamrzovanje celične kulture. Za vsako kombinacijo smo 
izvedli vse izračune z upoštevanjem določene vrednosti dejavnika in pribitkov glede na 
želeno končno celično koncentracijo, kakor so opisani v poglavju 3.2.3 Zamrzovanje celične 
kulture.  Cilj je bil pripraviti vsaj 3 krioviale na pogoj, vendar pa smo pri izračunih upoštevali 
6 kriovial, da bi imeli rezervo. 
 
1 ml zamrzovalne suspenzije smo zamrznili v dvomililitrskih kriovialah v zamrzovalnih 
posodicah Mr. Frosty za to velikost kriovial, 2 in 4 ml zamrzovalne suspenzije pa v 
petmililitrških kriovialah v večjih zamrzovalnih posodicah Mr. Frosty.  
 
Na sliki 6 je prikazanih 17 kombinacij treh dejavnikov, ki smo jih oblikovali s metodo 
načrtovanja eksperimentov v programu MODDE 11. Izbrali smo optimizacijsko metodo 
programa, da bi z izvedbo 17 kombinacij dobili optimalno kombinacijo treh dejavnikov za 
najboljšo preživelost celic po zamrzovanju. Zamrzovalne suspenzije smo za lažjo 
organizacijo pripravljali v treh sklopih glede na želeno končno koncentracijo celic za 
zamrzovanje.  
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Slika 6: Optimizacijski eksperiment: 17 kombinacij s tremi različnimi dejavniki. 
 
Poskus smo izvedli za obe celični liniji A in B. Izvedli smo 2 neodvisni biološki ponovitvi 
poskusa za vsako celično linijo s 3 paralelkami (n=3) za vsako kombinacijo. Kulture smo po 
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odtaljevanju za preverjanje preživelosti celic gojili do konca prve pasaže, to pomeni od 
dneva 0 do dneva 4 (glej opis odtaljevanja v poglavju 3.2.4 Preverjanje viabilnosti in 
koncentracije celic po zamrzovanju). Celic nismo precepljali v nadaljne pasaže, ker smo iz 
prvih dveh poskusov za določanje območij vrednosti sklepali, da vplivov na PDT v tretji 
pasaži ne bo.  
 
4.3.3 Testiranje vpliva časa izpostavljenosti celic DMSO na njihovo preživelost pri 
pripravi zamrzovalne suspenzije pri sobnih in hladnih pogojih 
 
S tem poskusom smo želeli nadgraditi poskus testiranja različnih koncentracij DMSO na 
preživelost celic po zamrzovanju. Z njim smo testirali, kako poleg koncentracije DMSO na 
preživelost celic po zamrzovanju vpliva nanje tudi čas, ko so na sobni temperaturi 
izpostavljene DMSO in kako lahko ta vpliv zmanjšamo s pripravo zamrzovalne suspenzije 
v hladnih pogojih.  
 
Testirali smo tri koncentracije DMSO: 5 %, 7,5 % in 10 %. Za pripravo pogojev smo 
uporabili skupno začetno namnoženo kulturo, vendar smo za vsako koncentracijo DMSO 
izvedli svoje izračune in pripravljali svojo zamrzovalno suspenzijo. Pripravljali smo po 30 
kriovial z 1 ml kulture in celično koncentracijo 1,0×107 celic/ml za vsako koncentracijo 
krioprotektanta. Koncentracijo DMSO smo upoštevali pri izračunu volumna DMSO, ki smo 
ga dodali končni zamrzovalni suspenziji (glej enačbo 10). Po dodatku DMSO v zadnjem 
koraku postopka priprave zamrzovalne suspenzije smo kulturo v kriovialah pustili stati 
določen čas, preden smo jo prenesli v Mr. Frosty in zamrznili. Način polnjenja kriovial in 
časovne točke so prikazane na sliki 7.  
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Slika 7: Način polnjenja kriovial in časi izpostavljenosti celic DMSO.  
 
Kako čas izpostavljenosti celic DMSO vpliva na njihovo preživelost, smo testirali pred 
zamrzovanjem  in po njem. Ko smo celični suspenziji dodali DMSO, smo pričeli s 
polnjenjem kriovial z 0 minut izpostavljenosti DMSO. Začeli smo s polnjenjem 3 kriovial, 
ki smo jih takoj prenesli v Mr. Frosty in zamrznili. Dvakrat po 1 ml smo odpipetirali v 15 
ml centrifugirki, vzorca redčili 1:9 in pomerili na Vi-CELL XR. Enak postopek smo ponovili 
za vse tri koncentracije DMSO. Nadaljevali smo s polnjenjem kriovial, ki so bile DMSO 
izpostavljene 45, 90, 120 in 180 minut. Tudi pri teh smo na koncu dvakrat po 1 ml 
zamrzovalne suspenzije odpipetirali v 15 ml centrifugirki, vendar pa vzorcev nismo takoj 
redčili, temveč smo zamrzovalno suspenzijo z DMSO pustili stati toliko časa, kot so stale 
pripadajoče 3 krioviale. Po določenem času smo po 3 krioviale na časovno točko prenesli v 
Mr. Frosty in dali v zamrzovalik na – 80°C zamrzovat, vzorca v 15 ml centrifugirkah pa 
redčili 1:9 in pomerili na napravi Vi-CELL XR, da bi preverili, ali DMSO v primerjavi s 
časovno točko 0 minut še pred zamrzovanjem po določenem času vpliva na celice.  
Poskus smo izvedli pri sobni temperaturi in v hladnih pogojih. Hladne pogoje smo ustvarili 
s predohlajevanjem materialov, ki smo jih potrebovali za pripravo zamrzovalne suspenzije. 
Pri sobnih pogojih smo uporabili materiale, ki smo jih imeli ves čas shranjene pri sobni 
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temperaturi. Pri hladnih pogojih smo preko noči v hladilniku na 4°C predohladili krioviale 
in centrifugirke. Kulturo smo za koncentriranje centrifugirali pri temperaturi 21°C za sobne 
pogoje in pri 4°C za hladne pogoje. Za resuspendiranje peleta smo pri sobnih pogojih 
uporabili supernatant, ki smo ga dobili pri centrifugiranju kulture na dan zamrzovanja, za 
hladne pogoje pa smo supernatant za resuspendiranje pripravili en dan prej. Kulturo iz ene 
erlemajerice smo namreč en dan prej centrifugirali in supernatant shranili v hladilniku na 
4°C Po dodatku DMSO smo napolnjene krioviale in 15 ml centrifugirke pustili stati na sobni 
temperaturi 21°C za sobne pogoje in pri 4°C za hladne pogoje, preden smo kulturo prenesli 
v Mr. Frosty in jih dali zamrzovat na -80°C.  
Poskus smo izvedli za obe celični liniji A in B. Izvedli smo ga v 2 neodvisnih bioloških 
ponovitvah za vsako celično linijo, za vsak pogoj po 3 paralelke (n=3). Kulture smo po 
odtaljevanju za preverjanje preživelosti celic gojili do konca prve pasaže, to pomeni od 
dneva 0 do dneva 4 (glej opis odtaljevanja v poglavju 3.2.4 Preverjanje viabilnosti in 
koncentracije celic po zamrzovanju). Celic nismo precepljali v nadaljne pasaže, ker smo iz 
prvih dveh poskusov za določanje območij vrednosti sklepali, da vplivov na PDT v tretji 
pasaži ne bo. 
 
4.4 PREVERJANJE VIABILNOSTI IN KONCENTRACIJE CELIC PO 
ZAMRZOVANJU Z ODTALJEVANJEM 
 
Za spremljanje preživelosti celic po odtaljevanju običajno merimo celično koncentracijo in 
odstotek živih celic oziroma viabilnost. Na podlagi teh podatkov se odločamo tudi o 
nadaljnjem poteku procesa, saj želimo tekom procesa celice vzdrževati v čim boljšem stanju, 
kar pomeni čim višja viabilnost in koncentracija celic (Beckman Coulter, 2011). Krioviale 
smo odtaljevali na enak način kot je opisano v poglavju 3.2.2 Namnoževanje kulture, bolj 
natančen opis odtaljevanja za vsak poskus pa je opisan v naslednjih poglavjih. Viabilnost in 
koncentracijo celic smo merili z napravo Vi-CELL XR vsak dan prve pasaže (od dneva 0 do 
dneva 4), v drugi in tretji pasaži pa le na dan precepitve (dan 0) in dan 3 po precepitvi.  
 
4.4.1 Naprava za štetje in določanje viabilnosti celic: Vi-CELL XR 
 
Za določanje viabilnosti in koncentracije celic smo uporabili napravo Vi-CELL XR (Cell 
Viability Analyzer), proizvajalca Beckman Coulter. Sestavljen je iz samega aparata Vi-
CELL XR ter računalnika, na katerem se nahaja programska oprema za vodenje naprave in 
analizo podatkov. Aparat ima vrtljiv podstavek za merilne posodice z vzorci, brizgo z iglo 
za vzorčenje, sistem cevk in črpalke, po katerih se pretakajo vzorec, reagenti, pufer, 
dezinficiens in čistilo iz kompleta reagentov, ki je povezan z napravo. Vi-CELL XR deluje 
na principu barvanja celic s tripan modrim barvilom. Ko celice umrejo, postane njihova 
membrana prepustna. Barvilo gre skozi te membrane in mrtve celice obarva modro. Mrtve 
celice tako postanejo na slikah temnejše kot žive celice in naprava lahko meri ta kontrast. 
Aparat po cevki potegne vzorec do brizge za vzorčenje, kjer se meša s tripan modrim 
barvilom. Vzorec nato potuje do pretočne celice, kjer kamera zajame 50 slik, ki jih analizira 
računalniški program. Končni rezultat, ki ga poda, je število celic, gostota celic in viabilnost. 
Poleg tega nam poda tudi podatke o krožnosti in velikosti celic. Naprava brez prehodnega 
redčenja kulture natančno meri koncentracije celic od 0,5x106 do 1x107 celic/ml, v velikosti 
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3 µm – 70 µm. Uporaba naprave in računalniškega programa je opisana v proizvajalčevih 
navodilih (Beckman Coulter, 2011).  
 
Postopek vzorčenja smo izvedli tako, da smo rastno plastenko s celično kulturo prenesli v 
sterilno okolje v mikrobiološko komoro in jo pred vzorčenjem premešali s krožnimi gibi. 
Nato smo vzorčili 1 ml v plastično merilno posodico in jo prenesli na Vi-CELL XR. 
 
 
Slika 8: Naprava za štetje celic Vi-CELL XR 
 
4.4.2 Določanje območnih vrednosti DMSO in zamrznjene koncentracije celic za 
poskusa optimizacije dejavnikov  in testiranja vpliva temperature pri pripravi 
zamrzovalne suspenzije 
 
4.4.2.1 Vpliv koncentracije DMSO pri zamrzovanju na preživelost celic  
 
Postopek odtaljevanja je opisan v poglavju 3.2.2 Namnoževanje kulture. Odtaljevali smo po 
6 kriovial na vsaj pogoj (n=6). Skupno smo odtalili 60 kriovial za posamezen poskus. Celice 
smo po odtaljevanju razredčili v 49 ml gojišča, ki smo ga predhodno segrevali v vodni kopeli 
na 37°C, tako da je bila nacepitvena gostota celic 0,2×106 celic/ml. 
 
Celice smo gojili v pasaži 1 do dneva 4 in jim vsak dan z napravo Vi-CELL XR pomerili 
viabilnost ter koncentracijo. Na dan 4 smo po tri naključne kulture na pogoj, razen pogoja 
0 % DMSO, kjer ob koncu pasaže nismo imeli dovolj celic, precepili v pasažo 2 in na tretji 
dan pasaže 2 v pasažo 3. Celice smo v pasaži 2 in 3 na Vi-CELL XR pomerili le na dan 
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4.4.2.2 Testiranje vpliva koncentracije celic ob zamrzovanju na preživelost celic po 
zamrzovanju 
 
Postopek odtaljevanja je opisan v poglavju 3.2.2 Namnoževanje kulture. Odtaljevali smo po 
6 kriovial na vsak pogoj (n=6). Skupno smo odtalili 24 kriovial za vsak poskus. Celice smo 
po odtaljevanju razredčili v različne volumne gojišča glede na zamrznjeno koncentracijo 
celic (glej enačbo 1), tako da je bila nacepitvena gostota celic 0,2×106 celic/ml. Gojišče smo 
predhodno segreli v vodni kopeli na 37°C.  
 
Krioviale s koncentracijo celic 12×106 celic/ml smo po odtaljevanju razredčili v 49 ml 
toplega gojišča v rastno plastenko z WV=50 ml, vzorčili 1 ml za meritve na Vi-CELL XR 
in jih prenesli v CO2 stresalnik. Krioviale s koncentracijo celic 40×10
6 celic/ml smo 
razredčili v 199 ml gojišča v rastno plastenko z WV=125 ml. Da bi res lahko primerjali rast 
celic med sabo, smo 50 ml celične kulture prenesli v rastno plastenko z WV=50ml, nato pa 
od preostalih 150 ml v rastni plastenki z WV=125 ml odpipetirali in zavrgli 25 ml, da smo 
dosegli ustrezen delovni volumen. Iz manjše in večje plastenke smo vzorčili 1 ml za Vi-
CELL XR, nato pa obe prenesli v CO2 stresalnik. Tako smo lahko kasneje primerjali pogoje 
med sabo, hkrati pa tudi rast celic znotraj istega pogoja v dveh različnih volumnih. Na enak 
način smo odtaljevali preostala dva pogoja. Krioviale s koncentracijo celic 100×106 celic/ml 
smo odtaljevali v 499 ml toplega gojišča, prenesli 50 ml v manjšo rastno plastenko in nato 
preneseli v rastno plastenko z WV=250 ml tolikšen volumen kulture. Krioviale z najvišjo 
koncentracijo zamrznjenih celic, 500×106 celic/ml , smo odtaljevali v 2499 ml toplega 
gojišča. 50 ml smo prenesli v manjšo rastno plastenko, preostali volumen pa pustili v rastni 
plastenki z WV=2500 ml in prenesli v stresalnik z manj obrati na minuto, in sicer 120 rpm. 
 
Celice smo gojili v pasaži 1 do dneva 4 in jim vsak dan na napravi Vi-CELL XR pomerili 
viabilnost ter koncentracijo. Na dan 4 smo po tri naključne kulture na vsaj pogoj precepili v 
pasažo 2 in na tretji dan pasaže 2 v pasažo 3. Celice smo v pasaži 2 in 3 na Vi-CELL XR 
pomerili le na dan precepitve in na dan 3 po precepitvi.  
 
4.4.3 Optimalna kombinacija treh dejavnikov za najvišjo preživelost celic po 
zamrzovanju 
 
Postopek odtaljevanja je opisan v poglavju 3.2.2 Namnoževanje kulture. Odtaljevali smo po 
3 krioviale na vsak pogoj (n=3). Skupno smo odtalili 51 kriovial za vsak poskus. Celice smo 
odtaljevali na podoben način kot pri poskusu testiranja različnih zamrznjenih koncentracij 
celic. Različne zamrznjene koncentracije celic v različnih volumnih smo v svežem gojišču 
razredčili tako, da bi bila začetna koncentracija celic ob začetku gojenja 0,2×106 celic/ml.  
V tem primeru smo po razredčenju zamrznjene kulture v svežem gojišču na napravi Vi-
CELL XR pomerili in gojili naprej le kulture, ki smo jih iz večjih volumnov po odtaljevanju 
prenesli po 50 ml v rastne plastenke z WV=50ml, razen pri kombinaciji 1 in 3, ko smo 
kulturo zaradi majhnega začetnega volumna gojišča gojili kar v rastni plastenki z WV= 25 
ml. Večjih volumnov celične kulture po odtaljevanju nismo obdržali, ker smo iz prejšnjega 
poskusa zamrzovanja različnih koncentracij celic lahko sklepali, da volumen, v katerem 
bomo celice gojili, ne vpliva na hitrost rasti celic ali njihovo viabilnost. Za boljšo primerjavo 
odzivov celic na različne pogoje pri zamrzovanju pa je boljše, da kulture gojimo v enakih 
volumnih pri enakih parametrih. V preglednici 8 so podani volumni, v katere smo odtaljevali 
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posamezne zamrznjene kombinacije iz poskusa glede na zamrznjeno koncentracijo celic in 
volumen zamrznjene suspenzije v krioviali. Volumne smo izračunali po enačbi 1. 
 
Preglednica 8: Izračunani volumni toplega gojišča za redčenje odtaljenih različnih zamrznjenih koncentracij 
celic in volumnov zamrznjene suspenzije. 
Kombinacija Koncentracija celic ob 
zamrzovanju 
Volumen zamrznjene 
suspenzije v krioviali (ml) 





2 2 48 
3 1 24 
4 4 196 




7 1 109 
8 2 218 
9 2 218 
10 4 436 
11 2 218 




14 4 1996 
15 1 499 
16 2 998 
17 1 499 
 
Celice smo gojili do četrtega dne prve pasaže in jim vsak dan na Vi-CELL XR pomerili 
viabilnost ter koncentracijo. Zadnji dan pasaže 1 smo vso kulturo ustrezno zavrgli, saj smo 
iz prejšnjih poskusov lahko sklepali, da vpliva na rast in viabilnost celic v preostalih pasažah 
ne bomo opazili.  
 
4.4.4 Testiranje vpliva časa izpostavljenosti celic DMSO na njihovo preživelost pri 
pripravi zamrzovalne suspenzije pri sobnih in hladnih pogojih 
 
Postopek odtaljevanja je opisan v poglavju 3.2.2 Namnoževanje kulture. Odtaljevali smo po 
3 krioviale na vsak pogoj (n=3). Skupno smo odtalili 90 kriovial (45 za pogoje pri sobni 
temperaturi in 45 za pogoje pri nizki temperaturi) za vsak poskus. Celice smo odtaljevali v 
49 ml gojišča, ki smo ga predhodno segreli v vodni kopeli na 37°C, tako da je bila 
nacepitvena gostota 0,2×106 celic/ml. 
 
Celice smo gojili do četrtega dne prve pasaže in jim vsak dan na Vi-CELL XR pomerili 
viabilnost ter koncentracijo. Zadnji dan pasaže 1 smo vso kulturo ustrezno zavrgli, saj smo 
iz prejšnjih poskusov lahko sklepali, da vpliva na rast in viabilnost celic v preostalih pasažah 
ne bomo opazili.  
 
36 
Marc K. Optimizacija zamrzovanja celic ovarija kitajskega hrčka.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
4.5 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
 
4.5.1 Merjeni odzivi za spremljanje preživelosti celic po zamrzovanju  
 
Preživelost celic po zamrzovanju smo spremljali po odtaljevanju preko njihove viabilnosti 
in koncentracije. V prvi pasaži smo viabilnost in koncentracijo merili vsak dan od dneva 0, 
ko smo kulturo odtalili, do dneva 4, ko smo celične kulture precepili v naslednjo pasažo ali 
pa ustrezno zavrgli. V drugi in tretji pasaži smo viabilnost in koncentracijo merili le na dan 
precepitve (dan 0) in na tretji dan po precepitvi (dan 3). Iz dobljenih podatkov smo v 
računalniškem programu Microsoft Excel izračunali PDL, PDT in ploščino nad krivuljo 
viabilnosti v prvi pasaži.  
 
PDL ali stopnja podvojevanja populacije nam pove, kolikokrat se je celotna populacija 
viabilnih celic podvojila od začetne nacepljene koncentracije do končne koncentracije celic 
v celični kulturi ob koncu pasaže. Je brez enote. PDL smo izračunali za vsako celično kulturo, 
nacepljeno iz ene krioviale, posebej ob koncu prve pasaže ter nato izračunali povprečje ter 
standardne odklone vseh PDL za določen pogoj. S PDL smo izničili možno napačno 
interpretacijo grafov s koncentracijo živih celic zaradi možnih višjih nacepitvenih gostot ob 
odtaljevanju, ki bi posledično dale ob koncu prve pasaže višje koncentracije celic.  










                                                                                          … (13) 
 
Ck…..končna koncentracija viabilnih celic na zadnji dan prve pasaže 
Cz…..začetna koncentracija viabilnih celic po precepitvi na dan 0 prve pasaže 
 
PDT ali podvojevalni čas populacije je čas, potreben za podvojitev kulture, izražen v 
poljubni časovni merski enoti (ura, minuta, …) PDT smo računali v zadnji, tretji pasaži 
gojenja celic, ko so si celice že popolnoma opomogle po odtaljevanju in se prilagodile na 
okolje. Pri industrijski uporabi celičnih linij v tretji pasaži, ki ni več kritična za preživelost 
celic, lahko zanemarimo razmeroma kratko fazo prilagoditve celic po precepitvi in pri 
izračunu PDT kot začetno koncentracijo viabilnih celic upoštevamo kar nacepljeno 
koncentracijo celic na dan 0. Najprej smo izračunali, koliko časa smo kulturo gojili od prvega 
vzorčenja po precepitvi do zadnjega vzorčenja na tretji dan tretje pasaže, ko smo si zabeležili 
tudi čas vzorčenja. Nato smo dobljeni čas upoštevali v enačbi za PDT.  
𝑑𝑡 (ℎ) = 𝑡2(ℎℎ: 𝑚𝑚) − 𝑡1(ℎℎ: 𝑚𝑚)                                                                 … (14) 
dt……..čas od vzorčenja kulture po precepitvi do zadnjega vzorčenja na tretji dan tretje pasaže, izražen v 
urah 
t2..........čas vzorčenja na tretji dan tretje pasaže, zapisan v obliki hh:mm 
t1..........čas vzorčenja na dan precepitve (dan 0), zapisan v obliki hh:mm 









                                                                                  ... (15) 
Ck…..končna koncentracija viabilnih celic na tretji dan tretje pasaže 
Cz…..začetna koncentracija viabilnih celic po precepitvi na dan 0 
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Tekom prve pasaže smo spremljali, kaj se dogaja z viabilnostjo celic, saj je viabilnost v prvi 
pasaži eden od kritičnih odzivov celic, ki jih spremljamo pri industrijski rabi celic. Dogajanje 
smo predstavili kot kumulativen padec viabilnosti, ki opisuje celoten padec viabilnosti skozi 
čas. Matematično smo ga opisali kot ploščino med krivuljo viabilnosti in premico, ki opisuje 
idealno 100% viabilnost (ploščina 400). Manjši kot je bil padec viabilnosti skozi celotno 
pasažo, manjša je površina in obratno. Površino smo dobili kot razliko med površino idealne 
100% viabilnosti in ploščino pod krivuljo dejanske viabilnosti (angl. Area under the curve; 
AUC). Za to površino pod krivuljo je značilno, da je direktno sorazmerna s krivuljo, ki ji 
sledi. Ploščino bomo v nadaljevanju poimenovali padec viabilnosti tekom prve pasaže. Na 
sliki 9 je prikazan primer. Gre za viabilnost v prvi pasaži iz poskusa testiranja različnih 
koncentracij DMSO s celično linijo A za pogoj 2% DMSO. Obarvana ploščina je razlika 
med celotno ploščino 400, če bi bila viabilnost skozi celotno pasažo 100%, in ploščino pod 
povprečnimi viabilnostmi 6 paralelk na pogoj za vsak dan. V enačbi 15 za izračun razlike je 
spredaj dodan minus. Manjša je ploščina nad krivuljo, manjši je bil padec viabilnosti skoz 
celotno pasažo. 
  
V nadaljevanju bomo tako v besedilu kot na grafih namesto izraza ploščina nad krivuljo 
viabilnosti uporabljali izraz padec viabilnosti v prvi pasaži. 
 
Slika 9: Padec viabilnosti v prvi pasaži, opisan s ploščino nad krivuljo viabilnosti. Padec viabilnosti je opisan 
kot ploščina med idealno viabilnostjo 100% in dejansko krivuljo viabilnosti. Večja kot je ploščina, večji je bil 
padec viabilnosti skozi celotno prvo pasažo. 
𝑃𝑎𝑑𝑒𝑐 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑛𝑜𝑠𝑡𝑖 𝑣 𝑝𝑟𝑣𝑖 𝑝𝑎𝑠𝑎ž𝑖 = −(400 − ∑
1
2
 (?̅?𝑡 + ?̅?𝑡+1))
3
𝑡=0
                …(16) 
t…….dan v pasaži 
x̅……povprečje viabilnosti vseh paralelk enega pogoja za dan t (npr. n=6)                       
 
4.5.2 Microsoft Excel 
 
Za izračun povprečij viabilnosti in koncentracij živih celic ter izračun PDT, PDL in padca 
viabilnosti smo uporabili računalniški program Microsoft Excel. PDT smo izračunali iz 
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podtakov o koncentraciji živih celic v tretji pasaži za poskusa 1 in 2. PDL smo izračunali iz 
podatkov o koncentraciji živih celic v prvi pasaži za vsako kulturo.  
 
Povprečne viabilnosti, koncentracije celic, podvojevalne čase, podvojevalno stopnjo in 
padec viabilnosti tekom prve pasaže smo narisali v grafe. 
 
4.5.3 MINITAB 17 Statistical Software 
 
Za ugotavljanje statističnih razlik med več kot dvema vzorcema (za PDL, PDT in ploščino 
nad krivuljo viabilnosti) smo uporabili test ANOVA v računalniškem programu MINITAB 
17. Za vrednost α smo določili 0,05. Če je bila p vrednost manjša od α, pomeni, da je bila 
med vzorcema,, ki smo ju primerjali med sabo, statistično značilna razlika. Program Minitab 
17 nam v izvedbi testa ANOVA poda vse medsebojne statistične primerjave pogojev, ki smo 
jih testirali v določenem poskusu. Program je za primerjavo uporabil Tukey-jev test.  
 
Na grafih smo pogoje razporedili v skupine glede na to, ali je med njimi statistično značilna 
razlika ali ne. Pogoje smo primerjali znotraj posamezne celične linije in ne med celičnima 
linijama, saj sta si že v osnovi ti dve celični liniji različni. Celična linija A je na grafih 
označena z malimi tiskanimi, celična linija B pa z velikimi tiskanimi črkami. Pogoji, ki niso 
v isti skupini, so si med seboj statistično značilno različni (glej poglavje 5 Rezultati).  
 
4.5.4 MODDE 11 
 
Podatke, ki smo jih pridobili z  izvedbo načrtovanih poskusov v programu MODDE 11, smo 
najprej analizirali v računalniškem programu Microsoft Excel. Za posamezne kulture smo 
izračunali PDL in padec viabilnosti v prvi pasaži ter podatke vnesli v načrtovan model v 
programu MODDE 11. S pomočjo programa smo model optimizirali. Način analize 
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5.1 VPLIV KONCENTRACIJE DMSO NA PREŽIVELOST CELIC  
 
5.1.1 Vpliv koncentracije DMSO na viabilnost v prvi pasaži 
 
Na slikah 10 in 11 so prikazane viabilnosti celic po odtaljevanju v prvi pasaži od dneva 
odtaljevanja 0 do dneva 4, ko smo jih precepili v naslednjo pasažo. Kot negativno kontrolo 
smo odtalili celično kulturo, ki je bila zamrznjena brez dodatka krioprotektanta. Tako smo 
preverili, ali bi celična kultura sama preživela zamrzovanje. 
 
 
Slika 10: Vpliv koncentracije DMSO na viabilnost celic linije A v prvi pasaži. Prikazane so povprečne (n=18) 
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Slika 11: Vpliv koncentracije DMSO na viabilnost celic linije B v prvi pasaži. Prikazane so povprečne (n=18) 
viabilnosti od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. 
 
Na slikah 10 in 11 vidimo, da koncentracija DMSO, uporabljena v zamrzovalni suspenziji, 
bistveno ne vpliva na preživelost celic po odtaljevanju. Vse celične kulture, razen negativne 
kontrole, so imele na dan 0 viabilnost nad 80 %. Glavne razlike v viabilnosti celic so se 
pokazale na dan 1. Večji padec viabilnosti na dan 1 je opazen pri obeh celičnih linijah pri 
uporabljeni koncentraciji DMSO 15 %.  Pri celični liniji A je bila povprečna viabilnost pri 
tem pogoju nižja od ostalih že na dan 0, nato je močno padla na dan 1 in se do konca prve 
pasaže ni dvignila nad 90 %. Ostale uporabljene koncentracije DMSO niso bistveno vplivale 
na viabilnost celic celične linije A. Padec viabilnosti na dan 1 je bil precej manjši in pri vseh 
pogojih podoben. Celične kulture so tekom celotne prve pasaže obdržale povprečno 
viabilnost nad 90 %. Pri celični liniji B je vpliv višje 15 % koncentracije DMSO na viabilnost 
celic precej manj opazen. Padec viabilnosti je na dan 1 sicer večji kot pri ostalih pogojih, 
vendar povprečna viabilnost ni padla pod 90%. Po drugi strani je padec viabilnosti pri celični 
liniji B večji tudi pri 2 % DMSO, vendar je tudi pri tem pogoju ostala viabilnost celic nad 
90%. Do konca prve pasaže so imele vse kulture povprečno viabilnost nad 95 %. Pri obeh 
celičnih linijah pri uporabljeni koncentraciji DMSO 15 % opazimo večjo variabilnost med 
paralelkami, kar opisujejo večji standardni odkloni. 
 
Iz grafov vidimo tudi, da se je pri obeh celičnih linijah izkazalo, da celice ne preživijo 
zamrzovanja brez dodatka DMSO, saj jim je viabilnost po odtaljevanju močno padla in se 
do konca pasaže ni dvignila.  
 
Padec viabilnosti tekom prve pasaže smo opisali kot ploščino med krivuljo idealne 100 % 
viabilnosti in krivuljo dejanske viabilnosti. Vrednosti smo dodali negativen predznak za opis 
padca, ki je prikazan na sliki 12. Večja, kot je negativna vrednost, večja je ploščina nad 
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Slika 12: Vpliv koncentracije DMSO na padec viabilnosti obeh celičnih linij. Za opis padca viabilnosti v prvi 
pasaži je uporabljena ploščina nad krivuljo. Prikazane so povprečne (n=18) vrednosti ploščin. Pogoji so 
razporejeni v skupine po črkah. Če si ne delijo iste črke, so si statistično značilno različni.  
 
Pogoje smo primerjali med seboj znotraj celične linije. Na sliki 12 lahko vidimo, da ima 
celična linija A v primerjavi s celično linijo B nižje viabilnosti. Najnižje viabilnosti so imele 
celične kulture pri pogoju 15 % DMSO. Pri celični liniji B se ta vrednost tudi statistično 
značilno razlikuje od ostalih pogojev, razen od pogoja 2 % DMSO, ki pa sicer ni statistično 
različen tudi od preostalih pogojev. Pri celični liniji A je sicer opazen velik padec viabilnosti 
v prvi pasaži pri pogoju 15 % DMSO, vendar statistično značilnih razlik med pogoji vseeno 
ni zaradi velike variabilnosti med paralelkami pri zadnjem pogoju. Padci viabilnosti celic 
obeh celičnih linij so si bili med seboj znotraj celične linije podobni pri vseh ostalih pogojih. 
 
Na podlagi dobljenih rezultatov smo se odločili, da bomo pri poskusu optimizacije treh 
dejavnikov za zamrzovanje celic upoštevali koncentracije DMSO 2-7,5 %. Pri nizki 
koncentraciji smo sicer za celično linijo B dobili nižje vrednosti v primerjavi z ostalimi 
pogoji, vendar so viabilnosti in koncentracije zadovoljive. Koncentracijo DMSO 7,5 % smo 
določili kot maksimalno testirano koncentracijo, saj je bil glavni cilj poskusa znižati 
koncentracijo DMSO, razen v primeru, da bi celice pri preostalih uporabljenih višjih 
koncentracijah DMSO pokazale izrazito višjo preživelost kot pri 7,5 %. Te razlike nismo 
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5.1.2 Vpliv koncentracije DMSO na koncentracijo živih celic in število podvojitev v 
prvi pasaži 
 
Sliki 13 in 14 prikazujeta koncentracije živih celic za obe celični liniji v prvi pasaži od dneva 
odtaljevanja 0 do dneva 4, ko smo jih precepili v naslednjo pasažo. V prvi pasaži smo za 
vsako celično kulturo izračunali tudi PDL oziroma število podvojitev celične populacije, kar 
je prikazano na sliki 15.  
 
 
Slika 13: Vpliv koncentracije  DMSO na koncentracijo živih celic linije A v prvi pasaži. Prikazane so 
povprečne (n=18) koncentracije živih celic od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. 
 
 
Slika 14: Vpliv koncentracije DMSO na koncentracijo živih celic linije B v prvi pasaži. Prikazane so povprečne 
(n=18) koncentracije živih celic od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. 
 
Podoben vpliv kot pri viabilnostih vidimo tudi pri koncentraciji živih celic pri obeh celičnih 
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med 1 in 2×106 celic/ml, razen pri 15 % DMSO, kjer je bila povprečna koncentracija živih 
celic manj od 1×106 celic/ml. Celice so se do večjih koncentracijah v prvi pasaži namnožile, 
če smo pri zamrzovanju uporabili DMSO v koncentracijah 2-8 %. Pri celični liniji B, ki sicer 
raste precej hitreje kot celična linija A, so bile povprečne koncentracije celic pri 2 % in 15 % 
DMSO nekoliko nižje, in sicer pod 5×106 celic/ml, pri koncentracijah DMSO 5-10 % pa 
med 5 in 8×106 celic/ml. Do najvišjih koncnetracij so se namnožile celice, pri katerih smo 
pri zamrzovanju uporabili DMSO v koncentracijah 6-10 %.  
 
 
Slika 15: Vpliv koncentracije DMSO na število podvojitev celične populacije v prvi pasaži. Prikazana so 
povprečna (n=18) števila podvojitev celične populacije od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4 za obe celični liniji. 
Pogoji so razporejeni v skupine po črkah. Če si ne delijo iste črke, so si statistično značilno različni. 
 
Podvojevalne stopnje smo statistično primerjali med sabo znotraj celične linije. Primerjava 
med linijama ni smiselna, saj celična linija A že v osnovi raste počasneje od celične linije B, 
kar smo opazili že pri podvojevalnih časih. Pri obeh celičnih linijah smo opazili nižji PDL 
pri 15 % DMSO. Celice linije A so se v povprečju v prvi pasaži podvojile dvakrat pri pogoju 
15 % DMSO in trikrat pri vseh ostalih pogojih. Celice linije B so se v prvi pasaži pri 
uporabljenem DMSO v 2 % in 15 % koncentraciji v povprečju podvojile približno štirikrat, 
pri ostalih pogojih pa petkrat. 
 
5.1.3 Vpliv koncentracije DMSO na podvojevalni čas celic v tretji pasaži 
 
Slika 16 prikazuje podvojevalne čase populacije (PDT) za obe celični liniji v tretji pasaži. 
Pri celičnih kulturah želimo čim krajše podvojevalne čase, primerjali pa smo predvsem PDT 
preostalih pogojev v primerjavi s 7,5 % koncentracijo DMSO, ki se uporablja pri 
zamrzovanju teh dveh celičnih linij v Lek d.d. Pogoji so razporejeni v skupine po črkah. Če 
si ne delijo iste črke, so si statistično značilno različni. 
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Slika 16: Vpliv koncentracije DMSO na podvojevalni čas celic v tretji pasaži za obe celični liniji. Prikazani so 
povprečni (n=9) podvojevalni časi celic. Pogoji so razporejeni v skupine po črkah. Če si ne delijo iste črke, so 
si statistično značilno različni. 
  
Podvojevalni čas populacije smo računali v tretji pasaži, ko so si celice že povsem opomogle 
od zamrzovanja in smo zato pri izračunu zanemarili kratko lag fazo celic po precepitvi. 
Predvidevali smo, da vpliv dejavnika na preživelost celic takoj po odtaljevanju v primeru, 
ko je padec viabilnosti celic v prvi pasaži majhen in si celice do konca prve pasaže 
opomorejo (viabilnost vsaj 90 %), nima vpliva na njihovo rast po precepitvah.  
 
Iz slike 16 vidimo, da med podvojevalnimi časi različnih pogojev za celično linijo A ni razlik. 
S primerjavo pogojev vsakega z vsakim med nobenima dvema pogojema ni bilo statistično 
značilne razlike (vsi pogoji so v isti skupini). Pri celični liniji B je bila razlika med tremi pari 
pogojev. Celice, pri katerih smo uporabili 6 % DMSO so imele statistično značilno različen 
podvojevalni čas od celic, pri  katerih smo uporabili DMSO v koncentracijah 2 %, 8 % in 
10 %. Ta rezultat je bil nepričakovan, saj smo predvidevali, da razlik med podvojevalnimi 
časi ne bo, kakor se je izkazalo pri celični liniji A. Tako tudi ne moremo pojasniti, zakaj se 
pogoji 2 %, 8 % in 10 % od uporabljene koncentracije DMSO 6 % razlikovali, 9 % in 15 % 
pa ne. Kljub temu menimo, da je ta razlika pri gojenju celic v proizvodnji lahko zanemarljiva, 
saj je razlika med povprečnima PDT, ki se najbolj razlikujeta (6 % - 10 %) le 1,49 h. 
Povprečni podvojevalni časi celic celične linije A so v grobem, ne glede na pogoj, od 21 do 
23 ur, PDT celic celične linije B pa od 17 do19 ur.  
 
5.2 VPLIV KONCENTRACIJE CELIC OB ZAMRZOVANJU NA NJIHOVO 
PREŽIVELOST  
 
Na slikah od 17 do 23 so predstavljeni rezultati poskusa testiranja vpliva zamrznjene 
koncentracije celic na njihovo preživelost po zamrzovanju ob odtaljevanju. Rezultati so 
predstavljeni za obe celični liniji (A, B). Viabilnost in koncentracijo viabilnih celic smo 














































Marc K. Optimizacija zamrzovanja celic ovarija kitajskega hrčka.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
merili v prvi pasaži v vsebnikih SF250 in vseh večjih vsebnikih, v katere smo odtalili celice, 
ki so bile zamrznjene v višjih koncentracijah. 
 
5.2.1 Vpliv koncentracije celic ob zamrzovanju na njihovo viabilnost v prvi pasaži  
 
Na slikah 17 in 18 so prikazane viabilnosti celic po odtaljevanju v prvi pasaži od dneva 
odtaljevanja 0 do dneva 4, ko smo jih precepili v naslednjo pasažo.  
 
 
Slika 17: Vpliv koncentracije celic ob zamrzovanju na njihovo viabilnost v prvi pasaži za celično linijo A. 
Prikazane so povprečne (n=12) viabilnosti celic pri različnih zamrznjenih koncentracijah celic v prvi pasaži od 
dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. 
 
 
Slika 18: Vpliv koncentracije celic ob zamrzovanju na njihovo viabilnost v prvi pasaži za celično linijo B. 
Prikazane so povprečne (n=12) viabilnosti celic pri različnih zamrznjenih koncentracijah celic v prvi pasaži od 
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Iz slik 17 in 18 vidimo, da koncentracija celic ob zamrzovanju vpliva na njihovo viabilnost 
po odtaljevanju. Pri obeh celičnih linijah je opazen padec viabilnosti pri celicah, ki so bile 
zamrznjene v najvišji koncentraciji 500×106celic/ml. Viabilnost je sicer ostala nad 90 %, 
vendar  pa se pri nobeni celični liniji do konca prve pasaže ni izenačila z viabilnostmi celic 
pri ostalih treh zamrznjenih koncentracijah celic. Poleg tega vidimo večje variabilnosti med 
paralelkami. Ob koncu prve pasaže so bile viabilnosti vseh kultur pri obeh celičnih linijah 
nad 95 % in smo jih lahko precepili v naslednjo pasažo.  
 
Padec viabilnosti tekom prve pasaže smo opisali kot ploščino med krivuljo idealne 100 % 
viabilnosti in krivuljo dejanske viabilnosti. Vrednosti smo dodali negativen predznak za opis 
padca, ki je prikazan na sliki 19. Večja, kot je negativna vrednost, večja je ploščina nad 
krivuljo viabilnosti, kar pomeni, da je bila viabilnost tekom prve pasaže nižja.  
 
 
Slika 19: Vpliv koncentracije celic ob zamrzovanju na padec viabilnosti obeh celičnih linij. Za opis padca 
viabilnosti v prvi pasaži je uporabljena ploščina nad krivuljo. Prikazane so povprečne (n=12) vrednosti ploščin. 
Pogoji so razporejeni v skupine po črkah. Če si ne delijo iste črke, so si statistično značilno različni. 
 
Na sliki 19 vidimo, da velikost ploščine nad krivuljo viabilnosti narašča z večjo 
koncentracijo celic ob zamrzovanju, kar pomeni, da je bila viabilnost tekom prve pasaže 
nižja, če je bila koncentracija celic ob zamrzovanju višja. Enak trend se pokaže pri obeh 
celičnih linijah. Ta padec v viabilnosti je izrazit pri najvišji zamrznjeni koncentraciji celic 
500×106 celic/ml, kjer se vrednost ploščine statistično značilno razlikuje od vseh vrednosti 
ploščin pri ostalih pogojih (skupini b in B). Iz grafa lahko razberemo tudi, da je celična linija 
A bolj občutljiva na zamrzovanje kot celična linija B, saj večja ploščina pomeni nižje 
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5.2.2 Vpliv koncentracije celic ob zamrzovanju na njihovo koncentracijo in število 
podvojitev v prvi pasaži 
 
Sliki 20 in 21 prikazujeta koncentracije živih celic za obe celični liniji v prvi pasaži od dneva 
odtaljevanja 0 do dneva 4, ko smo jih precepili v naslednjo pasažo. V prvi pasaži smo za 
vsako celično kulturo izračunali tudi PDL oziroma število podvojitev celične populacije, kar 
je prikazano na sliki 22.  
 
 
Slika 20: Vpliv koncentracije  celic ob zamrzovanju na njihovo koncentracijo v prvi pasaži za  celično linijo 
A. Prikazane so povprečne (n=12) koncentracije živih celic od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. 
 
 
Slika 21: Vpliv koncentracije  celic ob zamrzovanju na njihovo koncentracijo v prvi pasaži za  celično linijo 
B. Prikazane so povprečne (n=12) koncentracije živih celic od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. 
 
Podoben vpliv kot na viabilnosti vidimo tudi na koncentracijo živih celic ob koncu prve 
pasaže. Celične kulture, ki jim je viabilnost po odtaljevanju in prvi dan prve pasaže najbolj 
































































































Marc K. Optimizacija zamrzovanja celic ovarija kitajskega hrčka.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
večjem volumnu, v katerega smo direktno razredčili odtaljeno clično kulturo iz kriovial, kar 
opazimo pri vseh treh višjih zamrznjenih koncentracijah celic 40, 100 in 500×106 celic/ml. 
Pri celični liniji B  volumen, v katerem smo gojili celice, ni vplival na njihovo končno 
koncentracijo. Prav tako vidimo, da jim je zamrzovanje v višjih koncentracijah manj 
škodoval, saj so razlike z manjšimi zamrznjenimi koncentracijami celic precej manjše kot 
pri celični liniji A, kjer smo pri višji zamrznjeni koncentraciji celic do konca prve pasaže po 
odtaljevanju dobili polovico manj celic kakor pri nižjih zamrznjenih koncentracijah celic. 
Odločili smo se, da bomo do tretje pasaže za izračun podvojevalnega časa gojili le celične 
kulture iz manjših vsebnikov zaradi primerljivosti rezultatov. 
 
 
Slika 22: Vpliv koncentracije celic ob zamrzovanju število podvojitev celične populacije v prvi pasaži. 
Prikazana so povprečna (n=12) števila podvojitev celične populacije od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4 za 
obe celični liniji. Pogoji so razporejeni v skupine po črkah. Če si ne delijo iste črke, so si statistično značilno 
različni. 
 
PDL vrednosti (glej sliko 22) smo primerjali med sedmimi pogoji znotraj celične linije. Pri 
celični liniji A vidimo, da so se kulture podvojile v povprečju od tri do štirikrat. Najmanjkrat 
se je v prvi pasaži podvojila kultura, ki je bila zamrznjena v najvišji koncentraciji celic 
500×106 celic/ml. PDL vrednosti so si stastistično značilno različne med seboj, vendar so 
razlike zelo majhne. Najmanj sta si med seboj različna pogoja 12 in 500×106 celic/ml v 
SF5000. Tudi pri celični liniji B je opazna ta razlika. Celične kulture so se v povprečju 
podvojile štiri do petkrat. Najmanjkrat so se podvojile celice, ki so bile zamrznjene v najvišji 
koncentraciji. Primerljivo enako so rastle v manjših in večjih volumnih. Najbolj sta si 
statistično značilno različni vrednosti PDL celic, ki so bile zamrznjene v najmanjši in 
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Na podlagi rezultatov vpliva koncentracije DMSO in zamrznjene koncentracije celic na 
njihovo preživelost po zamrzovanju, smo določili ožja območja teh dveh dejavnikov, ki jih 
bomo dodatno pripravili in testirali z metodo načrtovanja eksperimentov.  
 
5.2.3 Vpliv koncentracije celic ob zamrzovanju na njihov podvojevalni čas v tretji 
pasaži 
 
Slika 23 prikazuje podvojevalne čase populacije (PDT) za obe celični liniji v tretji pasaži. 
Pri celičnih kulturah želimo čim krajše podvojevalne čase.  
 
 
Slika 23: Vpliv koncentracije celic ob zamrzovanju na njihov podvojevalni čas celic v tretji pasaži za obe 
celični liniji. Prikazani so povprečni (n=6) podvojevalni časi celic. Pogoji so razporejeni v skupine po črkah. 
Če si ne delijo iste črke, so si statistično značilno različni. 
 
Predvidevali smo, da so podvojevalni časi v tretji pasaži za vse kulture enaki, če v prvi pasaži 
zaradi vpliva določenih dejavnikov ni prišlo do hudih poškodb celic v populaciji in s tem 
znižanja viabilnosti. PDT so pri celični liniji A za vse celične kulture enaki, ne glede na to, 
v kakšni koncentraciji je bila celična kultura zamrznjena. Pri celični liniji B sta si pogoja 12 
in 40x106 celic/ml statistično povsem enaka (p=1,000), medtem ko ima pogoj 100x106 
celic/ml statistično značilno različen PDT v tretji pasaži od obeh nižjih zamrznjenih 
koncentracij. Gre za izredno majhne razlike v povprečnem PDT (1,74 h), kar v proizvodnji 





























Koncentracija celic ob zamrzovanju (x10e6 celic/ml)








a a a aB 
50 
Marc K. Optimizacija zamrzovanja celic ovarija kitajskega hrčka.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
5.3 DOLOČANJE OPTIMALNE KOMBINACIJE TREH DEJAVNIKOV ZA 
NAJVIŠJO PREŽIVELOST CELIC PO ZAMRZOVANJU  
 
Viabilnost in koncentracijo viabilnih celic smo po odtaljevanju spremljali vsak dan v prvi 
pasaži do dneva 4 in grafe narisali za vseh 17 kombinacij v programu Microsoft Excel. Za 
vsako biološko ponovitev poskusa za vsako celično linijo smo za vsako kombinacijo 
izračunali povprečen PDL in ploščino nad krivuljo viabilnosti v prvi pasaži. Povprečne PDL 
in viabilnosti za vsako kombinacijo smo vnesli v računalniški program MODDE 11 in 
optimizirali model. 
 
5.3.1 Vpliv kombinacije treh dejavnikov na viabilnost in koncentracijo živih celic 
 
Testirali smo vpliv treh dejavnikov: a) koncentracije celic ob zamrzovanju, b) koncentracije 
DMSO in c) volumna zamrznovalne suspenzije. Na slikah 24, 25, 26 in 27 so prikazane 
povprečne viabilnosti in koncentracije živih celic za vsako celično linijo za vsako testirano 
kombinacijo dejavnikov od dneva odtaljevanju 0 do dneva 4, ko smo jih ustrezno zavrgli. 
Kombinacije so podrobneje predstavljene pri metodah v poglavju 4.3.2 in še enkrat navedene 
v preglednici 9. 
 
Preglednica 9: 17 kombinacij, razdeljenih glede na koncentracijo DMSO. Oranžni odtenki predstavljajo 
kombinacije z 2% DMSO, zeleni odtenki s 5% DMSO, modri odtenki pa kombinacije s 7,5% DMSO. 
Komb. 
Konc. celic ob zamr. 
2 % DMSO 
Volumen zamr. susp. Komb. 
Konc. celic ob zamr. 
5 % DMSO 
Volumen zamr. susp. Komb. 
Konc. celic ob zamr. 
7,5 % DMSO 
Volumen zamr. susp. 
1 5×10e6 c/ml 
1 ml 
2 5×10e6 c/ml 
2 ml 
3 5×10e6 c/ml 
1 ml 
4 5×10e6 c/ml 
4 ml 
7 22×10e6 c/ml 
1 ml 
5 5×10e6 c/ml 
4 ml 
6 22×10e6 c/ml 
2 ml 
9 22×10e6 c/ml 
2 ml 
8 22×10e6 c/ml 
2 ml 
13 100×10e8 c/ml 
4 ml 
10 22×10e6 c/ml 
4 ml 
14 100×10e6 c/ml 
4 ml 
15 100×10e8 c/ml 
1 ml 
11 22×10e6 c/ml 
2 ml 
17 100×10e8 c/ml 
1 ml 
  12 22×10e6 c/ml 
2 ml 
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Slika 24: Vpliv kombinacij treh dejavnikov na viabilnost celic linije A v prvi pasaži. Prikazane so povprečne 
(n=6) viabilnosti celic za 17 kombinacij treh dejavnikov od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. Oranžni odtenki 




Slika 25: Vpliv kombinacij treh dejavnikov na koncentracijo živih celic linije A v prvi pasaži. Prikazane so 
povprečne (n=6) koncentracije živih celic za 17 kombinacij treh dejavnikov od dneva odtaljevanja 0 do dneva 
4. Oranžni odtenki predstavljajo kombinacije z 2% DMSO, zeleni odtenki s 5% DMSO, modri odtenki pa 
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Slika 26: Vpliv kombinacij treh dejavnikov na viabilnost celic linije B v prvi pasaži. Prikazane so povprečne 
(n=6) viabilnosti celic za 17 kombinacij treh dejavnikov od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. Oranžni odtenki 




Slika 27: Vpliv kombinacij treh dejavnikov na koncentracijo živih celic linije B v prvi pasaži. Prikazane so 
povprečne (n=6) koncentracije živih celic za 17 kombinacij treh dejavnikov od dneva odtaljevanja 0 do dneva 
4. Oranžni odtenki predstavljajo kombinacije z 2% DMSO, zeleni odtenki s 5% DMSO, modri odtenki pa 
kombinacije s 7,5% DMSO. 
 
Iz slik 24 in 26 najprej vidimo, da na viabilnost celic v prvi pasaži zelo vpliva koncentracija 
DMSO, ki smo jo uporabili pri zamrzovanju. Celice, pri katerih smo uporabili DMSO v 5 % 
in 7,5 % koncentraciji obdržijo po odtaljevanju visoke viabilnosti tekom celotne prve pasaže 
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viabilnost nad 95 %, prav tako pa tudi celice linije A, razen v kombinaciji 17, kjer povprečna 
viabilnost pade nad dan 1, vendar se do konca prve pasaže dvigne nad 95 %. Viabilnost je 
bolj padla celicam, pri katerih smo uporabili DMSO v 2 % koncentraciji. Ta vpliv je bil manj 
viden pri celični liniji A, pri kateri na dan 1 po odtaljevanju pri nobenem pogoju z 2 % 
DMSO povprečna viabilnost ni padla pod 90 %. Pri celični liniji B je do takega padca prišlo 
pri kombinaciji 6, vendar ne pri vseh celičnih kulturah, kar nakazuje precej velik standardni 
odklon. Povprečne viabilnosti vseh celičnih kultur pri obeh celičnih linijah so se do konca 
prve pasaže dvignile nad 90 %, kar je kriterij za precepljanje celične kulture v naslednjo 
pasažo. 
 
Na slikah 25 in 27 vidimo poleg vpliva uporabljene koncentracije DMSO na koncentracijo 
živih celic tudi vpliv njihove koncentracije ob zamrzovanju. Ta dejavnik ni bistveno vplival 
na njihovo viabilnost po odtaljevanju, se pa pokažejo razlike pri koncentraciji živih celic ob 
koncu prve pasaže. Ta vpliv se kaže pri vseh treh uporabljenih koncentracijah DMSO pri 
obeh celičnih linijah, kjer so celice do konca prve pasaže do najvišjih koncentracij zrastle 
pri uporabljeni koncentraciji ob zamrzovanju 5×106 celic/ml in 22×106 celic/ml. Počasneje 
so rastle pri najvišji zamrznjeni koncentraciji celic, ne glede na uporabljeno koncentracijo 
DMSO in volumen suspenzije, ki smo jo zamrznili.  
 
Rast celic v prvi pasaži smo nadaljnje opisali s podvojevalno stopnjo, padec viabilnosti pa s 
ploščino nad krivuljo viabilnosti. Dobljene vrednosti smo obdelali v programu MODDE.  
 
5.3.2 Obdelani rezultati iz programa MODDE 11 
 
Na slikah 28, 29, 30 in 31 so prikazani rezultati, ki smo jih dobili po obdelavi podatkov in 
optimizaciji modela v računalniškem programu MODDE. Dobili smo območja kombinacij 
dejavnikov, pri katerih smo po odtaljevanju dobili najvišje viabilnosti in največjo hitrost rasti. 
Podatke smo obdelovali hkrati za obe celični liniji, nato pa se za vsako posebej.  
 
Slika 28: Vpliv koncentracije DMSO, zamrznjene koncentracije celic in volumna zamrznjene kulture na število 
podvojitev celične populacije v prvi pasaži po odtaljevanju za obe celični liniji. Število podvojitev smo 
izračunali za obe celični liniji od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. 
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Iz slike 28 vidimo, da je število podvojitev najbolj odvisno od celične linije, kar pomeni, da 
se določena celična linija tudi hitreje podvaja. V tem primeru pomeni, da izbira celične linije 
B pomeni hitrejše podvojevanje v prvi pasaži kot bi se podvojevala .celična linija A. To 
opisujeta nasprotno označena koeficienta. To razliko v hitrosti pomnoževanja smo opazili 
že pri prejšnjih poskusih. Drugi dejavnik, ki pozitivno vpliva na podvojevanje celic, je 
uporabljena koncentracija DMSO v končni zamrzovalni suspenziji. Iz slike 28 vidimo vpliv 
tako DMSO kot tudi DMSO*DMSO, kar pomeni, da odvisnost števila podvojitev ni linearno 
odvisna od DMSO, temveč gre za kvadratno odvisnost. Celična rast ima tako nek optimum 
pri določenih pogojih. Največkrat se ne podvoji pri najvišji ali najnižji uporabljeni 
koncentraciji DMSO, temveč nekje vmes (glej sliko 29). Po drugi strani velja, da je zvišana 
koncentracija celic, ki smo jo zamrznili, pri obeh celičnih linijah negativno vplivala na 
njihovo podvojevanje po odtaljevanju. V poskusu ni bilo opaziti, da bi volumen zamrznjene 
suspenzije v 1 krioviali (pri nobeni od celičnih linij) vplival na stopnjo podvojevanja, zato 
smo ga pri optimizaciji modela v tem primeru izključili kot dejavnik z vplivom na 
podvojevanje celične populacije.  
 
Optimalna območja kombinacije dejavnikov so prikazana v nadaljevanju na sliki 29. 
 
Slika 29: Optimalno območje dejavnikov za najvišje vrednosti PDL za celično linijo B (levo) in celično linijo 
A (desno). Število podvojitev smo izračunali za obe celični liniji od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. 
 
Pri obeh celičnih linijah smo izločili vpliv volumna zamrznjene celične suspenzije v krioviali, 
ker nima vpliva na PDL. Upoštevali smo le vpliv koncentracije DMSO, ki smo jo uporabili 
v končni zamrzovalni suspenziji in zamrznjene koncentracije celic. Na sliki 29 vidimo 
optimalno območje the dveh dejavnikov. Za obe celični liniji se pokaže podoben vzorec, in 
sicer večja vrednost PDL pri višji koncentraciji DMSO nad 4,5 % in nižji koncentraciji celic. 
Vidimo lahko tudi, da PDL ni linearno odvisen od koncentracije DMSO, saj sta se obe celični 
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liniji manjkrat podvojili pri najvišji testirani 7,5 % koncentraciji DMSO in najnižji testirani 
2 % koncentraciji DMSO. Ta vpliv smo omenili že pri sliki 28. Če pogledamo vrednosti 
PDL, vidimo, da so sicer razlike med najnižjim (rumeno območje za celično linijo B in 
modro območje za celično linijo A) in najvišjim (rdeče območje za celično linijo B in zeleno 
območje za celično linijo A) PDL zelo majhne, zato lahko sklepamo, da to ne bi imelo vpliva 
na celično kulturo v proizvodnji. Celična populacija bi se v prvi pasaži po odtaljevanju sicer 
največkrat podvojila pri uporabljeni koncentraciji DMSO 4,5-7 % in zamrznjeni 
koncentraciji celic  med 60 in 70×106 celic/ml. Volumen v krioviali, ki bi ga zamrznili, ne 
bi imel vpliva na preživelost celic.  
 
 
Slika 30: Vpliv koncentracije DMSO, zamrznjene koncentracije celic in volumna zamrznjene kulture na padec 
viabilnosti tekom prve pasaže po odtaljevanju za obe celični liniji. Za opis padca viabilnosti v prvi pasaži smo 
uporabili ploščino nad krivuljo. 
 
Iz slike 30 vidimo, da je tudi viabilnost celic zelo odvisna od celične linije, kar smo opazili 
že pri prejšnjih poskusih. Celična linija B ima že na splošno višje viabilnosti kot celična 
linija A, kar zopet vidimo kot stolpca z nasprotnima koeficientoma. Bolj kot na hitrost rasti, 
ima na viabilnost po zamrzovanju močan vpliv koncentracija DMSO, ki smo jo uporabili v 
končni zamrzovalni suspenziji.  Za obe celični liniji v splošnem velja, da je bil padec 
viabilnosti manjši (manjša ploščina nad krivuljo viabilnosti) pri višji koncentraciji DMSO, 
vendar pa ta odvisnost ponovno ni linearna (DMSO*DMSO), saj smo pri najvišji in najnižji 
testirani koncentraciji zaznali večje padce v viabilnosti (glej sliko 31). V splošnem velja, da 
so bili padci viabilnosti večji pri povišanih zamrznjenih koncentracijah celic (4. stolpec), 
vendar pa zadnja dva stolpca prikazujeta, da je celična linija B manj občutljiva na višje 
zamrznjene koncentracije celic kot celična linija A, saj dobimo boljše viabilnosti celic, tudi 
če koncentracijo celic povišamo. Zopet v poskusu nismo opazili, da bi volumen zamrznjene 
suspenzije vplival na viabilnost, zato smo ga pri optimizaciji modela izključili. 
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Slika 31: Optimalno območje dejavnikov za najmanjši padec viabilnosti v prvi pasaži  za celično linijo B (levo) 
in celično linijo A (desno). Za opis padca viabilnosti v prvi pasaži smo uporabili ploščino nad krivuljo. 
 
Podoben vpliv kot pri številu podvojitev populacije se kaže tudi pri padcu viabilnosti 
(ploščina nad krivuljo viabilnosti) v prvi pasaži. Upoštevana sta vpliva uporabljene 
koncentracije DMSO pri zamrzovanju in zamrznjene koncentracije celic na njihovo 
preživelost, saj smo iz grafov na slikah 28 in 30 videli, da vpliva volumna zamrznjene 
suspenzije na celice v poskusu nismo zaznali. Rdeča in oranžna območja prikazujejo 
optimalno kombinacijo teh dveh dejavnikov, kjer so celice obdržale v prvi pasaži najvišje 
viabilnosti in je bil padec, ter posledično ploščina nad krivuljo, najmanjši. To območje 
vidimo pri obeh celičnih linijah pri uporabljeni koncentraciji DMSO 5-7 %, kar dokazuje, 
da padec viabilnosti ni linearno odvisen od koncentracije DMSO v zamrzovalni suspenziji 
(glej sliko 30). Pri celični liniji A viabilnost v prvi pasaži po odtaljevanju najmanj pade pri 
zamrznjenih koncentracijah celic do 40×106 celic/ml, pri celični liniji B pa lahko z omenjeno 
koncentracijo DMSO zamrznemo tudi do 100×106 celic/ml. 
 
Obdelavo podatkov smo v program MODDE 11 naredili tudi za vsako celično linijo posebej. 
Grafi so priloženi na prilogah in podrobneje prikazujejo, kako se je posamezna celična linija 
odzivala na testirane pogoje pri zamrzovanju. Pri obdelavi podatkov za posamezno celično 
linijo so se pokazali manjši vplivi preostalih dejavnikov, ki ne pridejo do izraza na zgornjih 
grafih. Prilogi A in B prikazujeta vpliv treh dejavnikov na število podvojitev celične 
populacije pri celični liniji A. Biološki ponovitvi sta si bili med seboj podobni, kar 
razberemo iz prvih dveh stolpcev, kjer standardni odklon sega preko točke 0. Največji vpliv 
na hitrost podvojevanja zopet vidimo pri DMSO, kakor smo opisali že zgoraj, vendar 
odvisnost PDL ni linearno odvisna od koncentracije DMSO (DMSO*DMSO), kar se je 
odrazilo kot manjše število podvojitev celične populacije v prvi pasaži po odtaljevanju pri 
najvišji in najnižji testirani koncentraciji DMSO. V prvi biološki ponovitvi so celice rastle 
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hitreje, v drugi malo počasneje. Iz grafa v prilogi A vidimo, da volumen zamrznjene 
suspenzije sodeluje s koncentracijo celic, ki so zamrzujemo (VCD*Vol), saj se pokaže, da 
se celice, ki so bile zamrznjene v večji zamrznjeni koncentraciji, po odtaljevanju podvajajo 
hitreje, če jih zamrznemo v večjem volumnu.  Vpliva samega volumna kot samostojnega 
dejavnika v poskusu sicer nismo opazili in se zelo nakljkučno pokaže pri bioloških 
ponovitvah, kar vidimo iz standadnega odklona pri stolpcu Volumen, ki sega preko točke 0, 
zato ga lahko zanemarimo. Na grafu v prilogi B vidimo optimalna območja kombinacij treh 
dejavnikov, ki pokažejo, da se po odtaljevanju najhitreje podvajajo celice, ki smo jih 
zamrznili ob koncnetraciji DMSO med 4 % in 7 %. Razlike v vrednosti PDL so tudi sicer 
zelo majhne, kar ne bi imelo vpliva na proizvodnjo.  
 
Vpliv dejavnikov na padec viabilnosti v prvi pasaži za celično linijo A vidimo na grafih v 
prilogah C in D.  Iz grafa v prilogi D vidimo, da ima na viabilnost po odtaljevanju največji 
vpliv DMSO, vendar pa ta odvisnost viabilnosti ni linearno odvisna od koncentracije DMSO 
(DMSO*DMSO), saj smo v poskusu opazili večji padec viabilnosti pri nanižji in najvišji 
koncentraciji DMSO. Enako vidimo na grafu v prilogi D z optimalnimi območji treh 
dejavnikov. Opazili smo, da povišana zamrznjena koncentracija celic načeloma negativno 
vpliva na njihovo viabilnost v prvi pasaži po odtaljevanju. Optimalno območje dejavnikov 
je rdeče območje, ki ga dobimo pri uporabljenih koncentracijah DMSO 4,5-7,5 % za 
zamrznjene koncentracije celic do okoli 50×107 celic/ml. Vpliva volumna zamrzovalne 
suspenzije na viabilnost celic v prvo pasaži po odtaljevanju pri poskusu nismo opazili.  
 
Podoben vpliv dejavnikov na število podvojitev in padec viabilnosti v prvi pasaži po 
odtaljevanju vidimo tudi za celično linijo B na grafih v prilogah E, F, G in H. Največji vpliv 
na preživelost celic ima koncentracija DMSO, vendar vrednost PDL ponovno ni linerno 
odvisna od uporabljene koncentracije DMSO, saj najnižja in najvišja koncentracja DMSO 
negativno vplivata tako na število podvojitev kot na padec viabilnosti v prvi pasaži po 
odtaljevanju (DMSO*DMSO na grafih v prilogah E in G). Negativen vpliv opazimo tudi, če 
povišamo koncentracijo celic, ki jo zamrzujemo, vendar je ta vpliv precej manjši, kar opisuje 
višina stolpca, ki je v tem primeru manjša od stolpca, ki prikazuje vpliv DMSO. 
 
Na grafih v prilogah F in H vidimo optimalna območja treh dejavnikov. Največje število 
podvojitev celic v prvi pasaži po odtaljevanju dobimo pri koncentracijah DMSO od okoli 4-
7 % ter nižjih zamrznjenih koncentracijah celic. Če pogledamo največje vrednosti PDL pri 
najmanjšem in največjem zamrznjenem volumnu kulture, vidimo, da volumen bistveno ne 
vpliva na to, kolkokrat se bodo celice podvojile po odtaljevanju. Prav tako je najmanjši padec 
viabilnosti celic po odtaljevanju mogoče dobiti z uporabo koncentracije DMSO med 4 % in 
7 %, vendar pri nižjih zamrznjenih koncentracijah celic, kar nakazujejo rdeča in oranžna 
območja, kjer smo na grafu dobili najmanjšo ploščino nad krivuljo viabilnosti. Največje 
padce viabilnosti smo izmerili pri celičnih kulturah, ki smo jih zamrzovali z najnižjo 
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5.4 VPLIV ČASA IZPOSTAVLJENOSTI CELIC DMSO NA NJIHOVO 
PREŽIVELOST PRI PRIPRAVI ZAMRZOVALNE SUSPENZIJE PRI SOBNIH 
IN HLADNIH POGOJIH  
 
S poskusom smo testirali vpliv časa izpostavljenosti celic DMSO na njihovo preživelost. 
Zamrzovalno suspenzijo smo pripravljali pri sobni (21°C) in nizki (4°C) temperaturi ter pri 
teh pogojih tudi pustili celice različno časa (0, 45, 90, 120 in 180 minut) izpostavljene DMSO 
pred zamrzovanjem. Viabilnost ter koncentracijo živih celic smo merili pred zamrzovanjem 
(glej slike 32, 33, 34 in 35) ter po zamrzovanju, ko smo jih odtalili in gojili v prvi pasaži 
(glej slike 36, 37, 38, 39, 42, 43, 44 in 45). Poskus smo za celično linijo A zamrznili dvakrat, 
vendar je med gojenjem po odtaljevanju druge biološke ponovitve poskus do okužbe v 
rastnih plastenkah in smo poskus zavrgli. Iz dveh ponovitev poskusa za celično linijo B in 
enaki rasti celic do drugega dneva prve pasaže v primerjavi s prvo ponovitvijo poskusa za 
celično linijo A, smo sklepali, da bi do četrtega dne prve pasaže dobili enake zaključke, zato 
poskusa nismo ponovno izvedli.  
 
5.4.1 Vpliv časa izpostavljenosti celic DMSO pri sobni in nizki temperaturi na 
njihovo viabilnost ter koncentracijo pred zamrzovanjem 
 
Viabilnosti (glej sliki 32 in 33) in koncentracijo živih celic (glej sliki 34 in 35), izpostavljenih 




Slika 32: Vpliv časa izpostavljenosti celic DMSO na njihovo viabilnost pred zamrzovanjem pri sobni (21°C; 
ST) in nizki (4°C; HL) temperaturi za celično linijo A. Prikazane so povprečne (n=4) viabilnosti celic, ki so 
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Slika 33: Vpliv časa izpostavljenosti celic DMSO na njihovo viabilnost pred zamrzovanjem pri sobni (21°C; 
ST) in nizki (4°C; HL) temperaturi za celično linijo B. Prikazane so povprečne (n=4) viabilnosti celic, ki so 
bile različen čas (0, 45, 90, 120 in 180 minut) izpostavljene trem koncentracijam DMSO (5, 7,5 in 10 %).  
 
Iz slik 32 in 33 vidimo, da DMSO v testiranih časih izpostavljenosti celic linije A in B pred 
zamrzovanjem ne vpliva na njihovo viabilnost, ne glede na temperaturo, pri kateri jih 
pustimo stati. Viabilnost obeh linij ostaja nad 95% tudi po 180 minutah izpostavljenosti celic 
DMSO, preden smo jih zamrznili. Od časa 0 minut do časa 180 minut viabilnost ne pade. 
Pogojev ne primerjamo med seboj. Gledamo le, kako se spreminja viabilnost znotraj enega 
pogoja z določeno koncentracijo DMSO pri sobni ali nizki temperaturi.  
 
 
Slika 34: Vpliv časa izpostavljenosti celic DMSO na njihovo koncentracijo pred zamrzovanjem pri sobni (21°C; 
ST) in nizki (4°C; HL) temperaturi za celično linijo A. Prikazane so povprečne (n=4) koncentracije celic, ki so 
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Slika 35: Vpliv časa izpostavljenosti celic DMSO na njihovo koncentracijo pred zamrzovanjem pri sobni (21°C; 
ST) in nizki (4°C; HL) temperaturi za celično linijo B. Prikazane so povprečne (n=4) koncentracije celic, ki so 
bile različen čas (0, 45, 90, 120 in 180 minut) izpostavljene trem koncentracijam DMSO (5, 7,5 in 10 %).  
 
Tudi na koncentracijo živih celic linije A in B DMSO v testiranih časih izpostavljenosti celic 
nima vpliva ne glede na temperaturo, pri kateri smo celice pustili izpostavljene DMSO, kar 
vidimo na slikah 34 in 35. Koncentracije celic tik pred zamrzovanjem so za določen pogoj 
(temperature priprave zamrzovalne suspenzije in koncentracija DMSO) primerljive v vseh 
časovnih točkah.  Pogojev ne primerjamo med sabo, primerjamo le, kaj se dogaja po 
določenem času s koncentracijo živih celic znotraj enega pogoja z določeno koncentracijo 
DMSO pri sobni ali hladni temperature. V primerjavi s časovno točko 0 minut se 
koncentracija živih celic ni spremenila do časovne točke 180 minut, ko smo dali zamrzovati 
zadnje krioviale. To pomeni, da se koncentracija živih celic zaradi izpostavljenosti DMSO 
ni zmanjšala, kar smo videli že pri njihovih viabilnosti, hkrati pa se v tem času celice niso 
niti podvojevale.  
 
5.4.2 Vpliv časa izpostavljenosti celic DMSO pri sobni in nizki temperaturi na 
njihovo viabilnost po odtaljevanju v prvi pasaži 
 
Za vsako celično linijo so na slikah 36, 37, 38, 39, 40 in 41 prikazani grafi povprečij 
viabilnosti in padca viabilnosti za celice, ki so bile pripravljene v zamrzovalni suspenziji pri 
sobni (21°C) in nizki (4°C) temperaturi ter pri tej temperaturi pred zamrzovanjem 
izpostavljene DMSO 0, 45, 90, 120 ali 180 minut.  
 
Sliki 36 in 37 prikazujeta povprečne viabilnosti celic celične linije A, ki so bile za 
zamrzovanje pripravljene pri sobnih (slika 36) in hladnih (slika 37) pogojih. Vidimo lahko, 
kako čas izpostavljenosti trem koncentracijam DMSO pred zamrzovanjem vpliva na njihovo 
viabilnosti po zamrzovanju. Celicam, ki so bile DMSO pri sobni temperature izpostavljene 
več kot 90 minut, na dan 1 po odtaljevanju močno pade viabilnost. Ta padec je največji pri 
daljši izpostavljenosti 180 minut in odvisen od koncentracije DMSO, ki so ji bile 
izpostavljene celice, kar vidimo kot največji padec viabilnosti pri 10 % DMSO. Do takega 
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pogojih. Po odtaljevanju ostaja viabilnost celičnih kultur pri vseh pogojih nad 90 %  skozi 
celotno prvo pasažo. Padca na dan 1 po odtaljevanju ni pri nobeni od uporabljenih 
koncentracij DMSO ali času izpostavljenosti celic. Poleg tega vidimo pri celicah, ki so bile 
DMSO izpostavljene na sobni temperaturi, precej večje variabilnosti med paralelkami 
znotraj posameznega pogoja, kar opisujejo večji standardni odkloni. Ta variabilnost je 
manjša pri celicah, ki so bile pripravljene in DMSO izpostavljene v hladnih pogojih. 
 
Podoben vpliv koncentracije DMSO pri sobnih in hladnih pogojih ter različnih časih 
izpostavljenosti celic DMSO vidimo tudi pri celični liniji B, ki je prikazana na slikah 38 in 
39. Že pri prejšnjih poskusih smo opazili, da je celična linija B na številne pogoje občutljiva 
precej manj kot celična linija A, zato so tudi vplivi teh pogojev na celice manjši, vendar še 
vedno opazni. Padci viabilnosti pri celicah, izpostavljenih DMSO pri sobni temperaturi, so 
bili najmanjši pri celicah, pri katerih smo uporabili DMSO v 7,5 % koncentraciji in mu celice 
niso bile izpostavljene več kot 90 minut. Pri uporabljenem DMSO v 5 % koncentraciji pri 
izpostavljenosti na sobni temperaturi, so bili padci viabilnosti manjši tudi po 120 minutah 
izpostavljenosti celic pred zamrzovanjem, vendar se je pri the pogojih močno povečala 
variabilnost znotraj paralelk. Padec viabilnosti je na dan 1 po odtaljevanju največji pri 
uporabljenem DMSO v 10 % koncentraciji pri sobnih pogojih, a se do konca prve pasaže 
viabilnost dvigne nad 90 %, variabilnost paralelk pa se pri vseh pogojih močno zmanjša. 
Padcev viabilnosti pod 95 % nismo opazili pri celicah, ki so bil trem koncentracijam DMSO 
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Slika 36: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije A DMSO pri sobni (21°C) temperaturi (ST) na njihovo 
viabilnost v prvi pasaži. Prikazane so povprečne (n=3) viabilnosti celic za vsak dan v prvi pasaži po 
odtaljevanju. Celice so bile pred zamrzovanjem različen čas (0, 45, 90, 120 in 180 minut) izpostavljene trem 
koncentracijam DMSO (modri odtenki-5 %, oranžni odtenki-7,5 %, zeleni odtenki-10 %).  
 
 
Slika 37: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije A DMSO pri nizki (4°C) temperaturi (HL) na njihovo 
viabilnost v prvi pasaži. Prikazane so povprečne (n=3) viabilnosti celic za vsak dan v prvi pasaži po 
odtaljevanju. Celice so bile pred zamrzovanjem različen čas (0, 45, 90, 120 in 180 minut) izpostavljene trem 
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Slika 38: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije B DMSO pri sobni (21°C) temperaturi (ST) na njihovo 
viabilnost v prvi pasaži. Prikazane so povprečne (n=6) viabilnosti celic za vsak dan v prvi pasaži po 
odtaljevanju. Celice so bile pred zamrzovanjem različen čas (0, 45, 90, 120 in 180 minut) izpostavljene trem 
koncentracijam DMSO (modri odtenki-5 %, oranžni odtenki-7,5 %, zeleni odtenki-10 %). 
 
 
Slika 39: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije B DMSO pri nizki (4°C) temperaturi (HL) na njihovo 
viabilnost v prvi pasaži. Prikazane so povprečne (n=6) viabilnosti celic za vsak dan v prvi pasaži po 
odtaljevanju. Celice so bile pred zamrzovanjem različen čas (0, 45, 90, 120 in 180 minut) izpostavljene trem 
koncentracijam DMSO (modri odtenki-5 %, oranžni odtenki-7,5 %, zeleni odtenki-10 %). 
 
Podatki o ploščinah nad krivuljo viabilnosti za opis padca viabilnosti v prvi pasaži, ki so za 
obe celični liniji prikazani na sliki 39 in 40, so zaradi lažje preglednosti podani v preglednici 
(Priloga L). Na sliki 39 za celično linijo A vidimo povprečne vrednosti 3 paralelk na 
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le enkrat. Povprečne vrednosti na sliki 40 za celično linijo B so bile pridobljene iz 6 paralelk 
(po tri na pogoj za vsako biološko ponovitev poskusa).  
 
 
Slika 40: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije A DMSO pri sobni (21°C; ST) in nizki (4°C; HL) temperaturi 
na padec viabilnosti v prvi pasaži. Za opis padca viabilnosti v prvi pasaži je uporabljena ploščina nad krivuljo. 
Prikazane so povprečne (n=3) vrednosti ploščin. Pogoji so razporejeni v skupine po črkah. Če si ne delijo iste 
črke, so si statistično značilno različni. 
 
 
Slika 41: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije B DMSO pri sobni (21°C; ST) in nizki (4°C, HL) temperaturi 
na padec viabilnosti v prvi pasaži. Za opis padca viabilnosti v prvi pasaži je uporabljena ploščina nad krivuljo. 
Prikazane so povprečne (n=6) vrednosti ploščin. Pogoji so razporejeni v skupine po črkah. Če si ne delijo iste 
črke, so si statistično značilno različni. 
 
Manj negativna vrednost pomeni manjšo ploščino nad krivuljo viabilnosti, kar nakazuje na 
manjši padec viabilnosti tekom prve pasaže. Iz slik 40 in 41 vidimo, da  so bili padci 
viabilnosti precej večji pri celični liniji A kot pri celični liniji B, in sicer pri celicah, ki so 
bile pred zamrzovanjem DMSO izpostavljene 120 in 180 minut pri sobnih pogojih. Pri 
celicah linije A, ki ki je prikazana na sliki 40, ki so bile DMSO na sobnih pogojih 
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primerljivi tudi z vsemi padci viabilnosti celic, ki so bile DMSO pred zamrzovanjem 
izpostavljene v hladnih pogojih (skupina A). 
 
Pri celični liniji B, ki je prikazana na sliki 41, se pokaže podoben vpliv, vendar pa le pri 
celicah, ki so bile 10 % koncentraciji DMSO na sobni temperaturi izpostavljene 120 ali 180 
minut. Celice so po izpostavljenosti DMSO v preostalih pogojih po odtaljevanju obdržale 
podobno viabilnost. S pripravo suspenzije v hladnih pogojih smo uspeli obdržati visoke 
viabilnosti tudi pri celicah, ki so bile DMSO v vseh treh koncentracijah izpostavljene 180 
minut (skupina A). 
 
5.4.3 Vpliv časa izpostavljenosti celic DMSO pri sobni in nizki temperaturi na 
njihovo koncentracijo ter število podvojitev v prvi pasaži po odtaljevanju 
 
Za vsako celično linijo so na slikah 42, 43, 44 in 45 prikazani grafi povprečij koncentracije 
živih celic in PDL za celice, ki so bile pripravljene v zamrzovalni suspenziji pri sobni (21°C) 
in nizki (4°C) temperaturi ter pri tej temperaturi pred zamrzovanjem izpostavljene DMSO 0, 
45, 90, 120 ali 180 minut.  
Glede na grafe viabilnosti, prikazane na slikah 36, 37, 38 in 39, smo  pričakovali enak pojav 
pri rasti celic. Na sliki, 42 in 44 vidimo, da so najvišje koncentracije ob koncu prve pasaže 
dosegle celice, ki so bile DMSO pred zamrzovanjem na sobni temperaturi izpostavljene od 
0 do 45 minut, malo nižje koncentracije pa so dosegle tiste, ki so bile izpostavljene do 90 
minut. Celice, ki so bile pri sobni (21°C) temperaturi pred zamrzovanjem dlje časa 
izpostavljene DMSO, so po odtaljevanju potrebovale daljšo lag fazo, da so si opomogle in 
je bila njihova koncentracija ob koncu prve pasaže precej nižja od tistih, ki so bile 
izpostavljene manj časa oziroma manjši koncentraciji DMSO. Najmanj celic ob koncu 
pasaže smo imeli pri pogojih, ko so bile celice DMSO izpostavljene 120 in 180 minut. 
Celična koncentracija ob koncu pasaže je bila pol manjša od koncentracije celic, ki so bile 
zamrznjene takoj ob dodatku DMSO. Pri celični liniji B je vpliv časa izpostavljenosti celic 
DMSO pri sobnih pogojih na koncentracijo živih celic ob koncu prve pasaže bolj izrazit, kar 
vidimo na sliki 44. Končna koncentracija celic, ki so bile pred zamrzovanjem na sobni 
temperaturi DMSO izpostavljene 180 minut,  je bila skoraj petkrat manjša od koncentracije 
celic, ki so bile zamrznjene takoj po dodatku DMSO. Velikih razlik v koncentraciji na dan 
4 prve pasaže ne opazimo pri celicah, ki so bile trem koncentracijam DMSO pred 
zamrzovanjem izpostavljene v hladnih pogojih in so primerljive s tistimi koncentracijami 
živih celic, ki so bile pred zamrzovanjem DMSO na sobni temperaturi izpostavljene do 45 
minut. Enak vpliv vidimo za obe celični liniji na slikah 43 in 45. Viabilnosti vseh so bile ob 
koncu prve pasaže 100 %.  
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Slika 42: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije A DMSO pri sobni (21°C) temperaturi (ST) na njihovo 
koncentracijo v prvi pasaži. Prikazane so povprečne (n=3) koncentracije živih celic za vsak dan v prvi pasaži 
po odtaljevanju. Celice so bile pred zamrzovanjem različen čas (0, 45, 90, 120 in 180 minut) izpostavljene trem 
koncentracijam DMSO (modri odtenki-5 %, oranžni odtenki-7,5 %, zeleni odtenki-10 %). 
 
 
Slika 43: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije A DMSO pri nizki (4°C) temperaturi (HL) na njihovo 
koncentracijo v prvi pasaži. Prikazane so povprečne (n=3) koncentracije živih celic za vsak dan v prvi pasaži 
po odtaljevanju. Celice so bile pred zamrzovanjem različen čas (0, 45, 90, 120 in 180 minut) izpostavljene trem 
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Slika 44: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije B DMSO pri sobni (21°C) temperaturi (ST) na njihovo 
koncentracijo v prvi pasaži. Prikazane so povprečne (n=6) koncentracije živih celic za vsak dan v prvi pasaži 
po odtaljevanju. Celice so bile pred zamrzovanjem različen čas (0, 45, 90, 120 in 180 minut) izpostavljene trem 
koncentracijam DMSO (modri odtenki-5 %, oranžni odtenki-7,5 %, zeleni odtenki-10 %). 
 
 
Slika 45: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije B DMSO pri nizki (4°C) temperaturi (HL) na njihovo 
koncentracijo v prvi pasaži. Prikazane so povprečne (n=6) koncentracije živih celic za vsak dan v prvi pasaži 
po odtaljevanju. Celice so bile pred zamrzovanjem različen čas (0, 45, 90, 120 in 180 minut) izpostavljene trem 
koncentracijam DMSO (modri odtenki-5 %, oranžni odtenki-7,5 %, zeleni odtenki-10 %). 
 
Na slikah 46 in 47 so prikazani podatki za število podvojitev celične populacije od dneva 
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zaradi lažje preglednosti podani v preglednici (Priloga K). Na sliki 46 za celično linijo A 
vidimo povprečne vrednosti 3 paralelk na posamezen pogoj, saj smo zaradi okužbe druge 
biološke ponovitve poskusa poskus izvedli le enkrat. Povprečne vrednosti na grafu za celično 
linijo B so bile pridobljene iz 6 paralelk (po tri na pogoj za vsako biološko ponovitev 
poskusa).  
 
Iz slik 46 in 47 vidimo, da so se celice, izpostavljene DMSO na sobni temperaturi, največkrat 
podvojile, če so mu bile pred zamrzovanje izpostavljene največ 90 minut. Celična populacija 
se je podvojila manjkrat pri časih izpostavljenosti DMSO na sobni temperature 120 in 180 
minut. Pri celični liniji A, prikazani na sliki 46, so se celice največkrat podvojile okoli 
štirikrat pri izpostavljenosti DMSO do 90 minut in okoli trikrat, če so bile DMSO 
izpostavljene 120 in 180 min. Pri celični liniji B, prikazani na sliki 47, se je celična 
populacija do konca prve pasaže največkrat podvojila okoli petkrat pri izpostavljenosti celic 
DMSO do 120 minut, pri nižji 5 % koncentraciji DMSO celo do 180 minut. Precej manjkrat 
se je populacija podvojila, če je bila pred zamrzovanjem izpostavljena 10 % koncentraciji 
DMSO 120 minut (skupina f) in 180 minut (skupina g). Vse celice, ki so bile vsem trem 
koncentracijam DMSO pred zamrzovanjem izpostavljene različno časa pri hladnih pogojih, 
so se v prvi pasaži podvojile največkrat (okoli petkrat), kar je primerljivo s celicami, 
izpostavljenimi 5 % in 7,5 % DMSO pri sobni temperature do 90 minut in 10 % DMSO do 
45 minut (skupina a).  
 
 
Slika 46: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije A DMSO pri sobni (21°C; ST) in nizki (4°C; HL) temperaturi 
na število podvojitev v prvi pasaži. Prikazana so povprečna (n=3) števila podvojitev celične populacije od 
dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. Pogoji so razporejeni v skupine po črkah. Če si ne delijo iste črke, so si 
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Slika 47: Vpliv časa izpostavljenosti celic linije B DMSO pri sobni (21°C; ST) in nizki (4°C; HL) temperaturi 
na število podvojitev v prvi pasaži. Prikazana so povprečna (n=6) števila podvojitev celične populacije od 
dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. Pogoji so razporejeni v skupine po črkah. Če si ne delijo iste črke, so si 





























































































































Marc K. Optimizacija zamrzovanja celic ovarija kitajskega hrčka.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
6 RAZPRAVA  
 
Sesalske celične linije predstavljajo glavni sistem za proizvodnjo rekombinantnih učinkovin. 
Celična linija, ki se pogosto uporablja kot proizvodna linija in je uporabljena tudi v 
Biofarmacevtiki v Lek d.d., je celična linija CHO. Ker celice ni mogoče gojiti na dolgi rok 
zaradi staranja, ki vodi v celične spremembe, se jih shranjuje z zamrzovanjem. Zamrzovanje 
poteka preko številnih korakov, med njimi pa je tudi nekaj takih, ki so kritični za preživetje 
celic. Poškodbe se pokažejo kot odmiranje celic po odtaljevanju. Za zmanjšanje nastalih 
poškodb zaradi tvorbe ledu pri zamrzovanju se v zamrzovalno suspenzijo dodajajo 
krioprotektanti. Najpogosteje uporabljen krioprotektant pri zamrzovanju sesalskih celic je 
penetrirajoči krioprotektant dimetilsulfoksid  ali DMSO, ki pa ima poleg zaščitne vloge 
lahko na celice v previsokih koncentracijah ali predolgi izpostavljenosti celic toksičen vpliv. 
V magistrskem delu smo testirali njegov vpliv na celice in poskušali najti najbolj optimalno 
koncentracijo DMSO za zamrzovanje čim višjih koncentracij celic v večjem volumnu, kot 
se ga sicer zamrzuje v Lek d.d. Testirali smo tudi, kako bi lahko podaljšali čas 
izpostavljenosti celic DMSO, če bi celice za zamrzovanje namesto pri sobni temperaturi 
pripravljali v hladnih pogojih.  
 
DMSO je skozi vse poskuse ohranjal osrednjo pozornost kot eden najbolj kritičnih 
dejavnikov, ki vpliva na preživelost celic. Toksičnost krioprotektantov predstavlja veliko 
omejitev pri zamrzovanju celic, zato so količine krioprotektantov, ki se uporabljajo omejene. 
DMSO je v visokih koncentracijah (>60 %) za celice izjemno toksičen, zato se ga v 
zamrzovalno suspenzijo redči do koncentracij 5-10 % (Best, 2015). Testiranje vpliva DMSO 
smo kombinirali še s spreminjanjem koncentracije celic ob zamrzovanju in volumna 
zamrzovalne suspenzije. S poskusi smo želeli doseči čim višje preživelosti celic, predvsem 
pa čim manjšo variabilnost med paralelkami znotraj enega pogoja. Tudi v industriji je 
namreč homogenost kriovial celične banke pomemben kriterij, ki ga zahteva regulativa.  
Tako je mogoče tudi sam proces proizvodnje lažje predvidevati in nadzorovati.  
 
Najprej smo izvedli predposkusa, v katerih smo testirali posamezen vpliv koncentracije 
DMSO in koncentracije celic ob zamrzovanju na njihovo preživelost. Oba dejavnika smo 
testirali v širših območjih vrednosti, da bi lažje določili ožje območje za optimizacijski 
ekperiment, ki smo ga načrtovali z računalniško metodo načrtovanja eksperimentov. To 
metodo smo uporabili, da bi lahko iz poskusa določili, ne le posamezen vpliv vsakega 
dejavnika posebej, temveč tudi skupen vpliv vseh treh, če hkrati vplivajo tudi en na drugega. 
Sklepali smo namreč, da vpliv vseh teh dejavnikov ni enako velik na preživelost celic. Poleg 
tega smo lahko z analizo podatkov v računalniškem programu MODDE 11 optimizirali 
model tako, da smo izločili izstopajoče podatke in izboljšali model tako, da so končni 
podatki zanesljivi, saj program iz bioloških ponovitev poskusa in več paralelk na pogoj že 
predvidi napake, ki bi nastale zaradi nevariabilnih dejavnikov (npr. operater). V zadnjem 
delu magistrskega dela smo poskušali toksičen vpliv treh koncentracij DMSO zmanjšati s 
pripravo zamrzovalne suspenzije in izpostavljenostjo celic DMSO pri nizki temperaturi 
(4°C). Primerjali smo vpliv DMSO na preživelost celic, če so mu izpostavljene do 180 minut 
pri sobni (21°C) in nizki (4°C) temperaturi.  
 
V prvem predposkusu smo testirali 9 koncentracij DMSO znotraj območja koncentracij, ki 
ga študije priporočajo za zamrzovanje sesalskih celic. S poskusom smo želeli preveriti, ali v 
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tako ozkem območju zaznamo razlike pri vplivu na preživelosti celic. Koncentracija DMSO, 
ki je predpisana v protokolih za pripravo celičnih bank v Lek d.d., je običajno 7,5 %. Cilj 
našega poskusa je bil testirati nižje koncentracije DMSO, saj smo predvidevali, da bi na ta 
način lahko precej zmanjšali njegovo toksičnost in dobili po zamrzovanju še višje viabilnosti 
celic. Najnižja koncentracija DMSO, ki so jo do sedaj testirali v študijah, je bila 2,5 % 
(Windrum in sod., 2005; Best, 2015; Siddiqui in sod., 2016). Mi smo v poskusu 
koncentracijo zmanjšali do 2 %. Preostale koncentracije DMSO, ki smo jih testirali (od 5 % 
do 10 %) so si bile zelo blizu, testirali pa smo tudi vpliv višje koncentracije, kot jo 
priporočajo v študijah, 15 % DMSO in pričakovali, da bo v tem primeru preživetje celic po 
zamrzovanju slabše. Odziva celic, ki smo ju merili po odtaljevanju sta bila viabilnost in 
koncentracija živih celic, nato pa smo iz dobljenih podatkov izračunali število podvojitev 
populacije v prvi pasaži in padec viabilnost tekom celotne prve pasaže. Iz števila podvojitev 
smo lahko posredno sklepali o podvojevalnem času populacije, ki ga sicer v prvi pasaži 
nismo računali zaradi različno dolgih lag faz po odtaljevanju, zaradi katerih bi po izračunu 
dobili lažno podaljšane podvojevalne čase. Dobljene podatke smo primerjali znotraj celične 
linije, saj sta si liniji med seboj v hitrosti rasti in občutljivosti na pogoje različni. S poskusom 
smo dokazali, da različne koncentracije DMSO, tudi če so precej nizke, vplivajo na 
preživelost celic, vendar pa so bile razlike med njimi tako majhne, da bi v industriji lahko 
bile zanemarljive. Večjo razliko smo lahko opazili le pri uporabljeni višji koncentraciji 
DMSO (15 %), kjer se je celična populacija do konca prve pasaže podvojila manjkrat kot pri 
ostalih pogojih, izmerili pa smo tudi nižje viabilnosti tekom celotne pasaže. Najbolj opazna 
pri tem pogoju je variabilnost med paralelkami, kar pomeni, da s pogojem ne moremo 
zagotavljati robustnosti celic, kar v proizvodnji ni zaželjeno. Pri ostalih pogojih je bila ta 
variabilnost zelo majhna, kar opisujejo majhni standardni odkloni.Viabilnosti so se sicer do 
konca prve pasaže dvignile nad 90 %, kar je kriterij za precepitev celične kulture v naslednjo 
pasažo. Majhen vpliv DMSO na preživelost celic lahko pripisujemo tudi manjši občutljivosti 
obeh celičnih linij in uporabi, glede na literaturo, dovolj nizkih koncentracij DMSO, da ni 
prišlo do hujših ireverzibilnih celičnih poškodb in so se viabilnosti celičnih kultur do 
precepitve že dvignile. Vse celice smo lahko precepljali do tretje pasaže, v kateri smo 
izračunali podvojevalne čase. Ob koncu tretje pasaže so se  med vsemi pogoji podvojevalni 
časi precej izenačili. Razlike med njimi so bile manj kot dve uri. Taka razlika ne bi imela 
bistvenega vpliva na proizvodnjo, zato lahko zaključimo, da znotraj območja uporabljenih 
koncentracij DMSO 2-15 % ni bilo bistvenih razlik v vplivu DMSO na preživelost celic v 
kasnejših pasažah. To smo upoštevali pri načrtovanju eksperimentov za optimizacijo treh 
dejavnikov, v kateri smo se osredotočili na čim večje znižanje koncentracije DMSO tudi pri 
zamrznjenih višjih koncentracijah celic. Zelo podobno študijo vpliva DMSO so izvedli 
Siddiqui in sod. (2016), ki so različne koncentracije DMSO od 2,5 % do 15 % testirali pri 
zamrzovanju celic Vero. Rezultati, ki so jih dobili, delno potrjujejo naše ugotovitve. Pri 
najvišji koncentraciji DMSO, ki so jo uporabili (15 %) so dobili najnižje viabilnosti celic po 
odtaljevanju, kar je v skladu z našimi ugotovitvami, po drugi strani pa so najvišje viabilnosti 
dosegli pri uporabljenem 10 % DMSO. Pri nas je bila optimalna koncentracija DMSO za 
celično linijo A od 2 % do 8 %, za celično linijo B pa od 5 % do 10 %, vendar so bile razlike 
v viabilnostih in hitrosti rasti med pogoji izredno majhne. LiGargi in sod (2005) so z 
zmanjšano koncentracijo DMSO iz 10 % do 4 % in 5 % dosegli višje viabilnosti bolj 
občutljivih celic PBPC, vendar pa se jim je viabilnost močno zmanjšala pri uporabljeni 
koncentraciji DMSO pod 4 % do 2,5 %. Sklepali so, da pri tej uporabljeni koncentraciji 
DMSO ni dosegel vseh celic, ki ga za preživetje pri zamrzovanju nujno potrebujejo, kar se 
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je odrazilo v večjem padcu viabilnosti. V našem poskusu nismo opazili takega pojava, razen 
minimalno znižanje viabilnosti pri celični liniji B ob uporabi najnižje koncentracije DMSO 
2 %. Ta različna občutljivost na DMSO potrjuje trditev, da iz rezultatov testiranja pogojev 
na eni celični liniji težko zagotovo sklepamo o vplivu enakih pogojev na drugo celično linijo. 
Tako je potrebno pred uporabo celične linije v industrijske namene, to linijo tudi posebej 
okarakterizirati.  
 
Drugi predposkus, ki smo ga izvedli kot podlago za načrtovanje ekperimentov za 
optimizacijo v nadaljevanju, je obsegal testiranje vpliva različnih zamrznjenih koncentracij 
celic na njihovo preživelost. Splošni protokoli za pripravo celičnih bank v namene 
proizvodnje rekombinantnih proteinov priporočajo zamrzovanje celic v koncentracijah 5 do 
30×106 celic/ml (Gargi, 2015; Meryman, 2007), vendar pa novejše študije kažejo, da je 
mogoče celice uspešno zamrzniti tudi do koncentracij 108 celic/ml (Gargi, 2015). S klasično 
metodo priprave zamrzovalne suspenzije, ki je opisana v poglavju metod, smo pripravili 
končne koncentracije celic za zamrzovanje od 1,2×106 celic/ml do 500×106 celic/ml. Celice 
smo zamrzovali ob dodatku DMSO do 7,5 % koncentracije. Ugotovili smo, da koncentracija, 
v kateri celic zamrznemo, vpliva na njihovo preživelost. Nižje viabilnosti in posledično 
manjše število podvojitev celične populacije smo izmerili pri celicah, ki so bile zamrznjene 
v višjih koncentracijah. Ta vpliv je še posebej izrazit pri zamrznjeni najvišji koncentraciji 
celic (500×106 celic/ml), kjer smo pri celični liniji A izmerili padce viabilnosti na dan 1 do 
80 %, do 90 % pa pri celični liniji B, kar je posledično vplivalo na nižjo koncentracijo živih 
celic ob koncu prve pasaže. Padci viabilnosti so bili manjši pri preostalih pogojih, saj celicam 
viabilnost ni nikoli padla pod 90 %. Pri bolj stresnih pogojih se precej poveča tudi 
variabilnost znotraj paralelk enega pogoja, kar opisujejo večji standardni odkloni. Ta pojav 
pri gojenju celic za proizvodnjo ni zaželjen, saj je potrebno zagotavljati homogenost celotne 
celične banke. Ob koncu prve pasaže so se viabilnosti vseh celičnih kultur dvignile nad 90 % 
in smo jih precepili v naslednje pasaže. V tretji pasaži smo ob koncu izračunali podvojevalne 
čase celic pri vseh pogojih in ugotovili, da so se precej izenačili. Ogromna prednost tako 
visokih zamrznjenih koncentracij celic, ki smo jo dosegli, je ta, da smo dokazali, da kultura 
primerljivo hitro ali celo hitreje v primeru zamrznjene koncentracije celic 40×106 celic/ml 
in 100×106 celic/ml, raste tudi, ko jo po odtaljevanju zaradi višje koncentracije razredčimo 
in gojimo v večjem volumnu svežega rastnega gojišča. Najvišje zamrznjene koncentracije 
celic (500×106 celic/ml) smo namreč razredčili v kar 2500 ml rastnega gojišča direktno po 
odtaljevanju, v primerjavi z zamrznjeno koncentracijo 12×106 celic/ml, ki jo po odtaljevanju 
razredčimo v 50 ml rastnega gojišča. Ob koncu prve pasaže smo tako dobili petdesetkrat več 
kulture, ki je sicer tekom pasaže imela malo nižjo viabilnost, vendar so celice ob koncu 
pasaže presegle 90 % viabilnost in smo jih lahko precepili naprej. S klasično metodo priprave 
zamrzovalne suspenzije tudi v študijah pogosteje s klasično metodo priprave zamrzovalne 
suspenzije pripravljajo nizke koncentracije celic do 100×106 celic/ml (Tao in sod., 2011), 
kar pa je nam v poskusu uspelo izvesti in smo dosegli visoke viabilnosti ter ustrezne hitrosti 
rasti po odtaljevanju. Za zamrzovanje smo pripravljali tudi koncentracijo celic 500×106 
celic/ml in izkazalo se je, da je tako koncentracijo s klasičnimi metodami izredno težko 
doseči. Celična suspenzija je bila pri tej končni koncentraciji izredno viskozna, zato je bilo 
oteženo natačno pipetiranje in polnjenje kriovial. Za pripravo take koncentracije celic je bila 
potrebna tudi ogromna količina začetne celične kulture, velike izgube celic tekom priprave 
pa so bile neizogibne, kar je časovno in finančno neugodno, hkrati pa ni možen natačen 
nadzor nad pripravo. To je izredno pomembno pri pripravi celičnih bank v industriji. Rešitev 
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za pripravo tako visokih koncentracij celic je bila ponujena v obliki perfuzijskih 
bioreaktorjev (Gargi, 2012; Tao in sod., 2011). Gre za 20L velik perfuzijski sistem za 
namnoževanje velike količine celične kulture, običajno tudi do višjih celičnih koncentracij. 
Začetnega koncentriranja kulture se ne izvede s centrifugiranjem kot pri klasičnih metodah, 
temveč ima perfuzijski bioreaktor del s filtrom, ki loči celice od izrabljenega gojišča, ko se 
celično kulturo usmeri preko filtra (Clincke in sod., 2013; Tao in sod., 2011). Jin in sod. so 
leta 2014 patentirali prav tako metodo priprave celične banke z visokimi koncentracijami 
celic do 500×106 celic/ml. Gre za metodo, pri kateri so uporabili perfuzijsko kulturo, ki je 
niso koncentrirali s centrifugiranjem, temveč so jo ločili od izrabljenega gojišča z uporabo 
filtra, preko katerega so usmerili izmenični tangencialni tok. Na ta način so tudi preprečili 
zamašitev filtra z ostanki propadlih celic in njihovih nukleinskih kislin. Pri tem niso opazili 
večjih izgub celic ali izmerili velikih padcev viabilnosti celic.  
 
Mi smo se odločili, da bomo v načrtovanje eksperimentov za optimizacijo vključili le končne 
koncentracije celic za zamrzovanje do 100×106 celic/ml, saj smo za pripravo uporabljali 
klasično metodo. Zaradi izgub celic pri večjih koncentracijah smo pri izračunih upoštevali 
ustrzene pribitke.  
 
Po določitvi ožjih območij vrednosti omenjenih dveh dejavnikov smo se lotili načrtovanja 
optimizacijskih eksperimentov z računalniškim programom MODDE 11. S poskusom smo 
želeli ugotoviti, kako se vpliv teh dveh dejavnikov odraža na celicah, če ju različno 
kombiniramo. Hkrati smo lahko preverili tudi, kolikšen je vpliv posameznega dejavnika v 
primerjavi z ostalimi, če sploh je. V poskus smo vključili še tretji dejavnik, in sicer volumen 
zamrzovalne suspenzije v manjših oziroma večjih zamrzovalnih posodicah (kriovialah). Ta 
je pri pripravi celičnih bankah običajno 1 do 1,5 ml, mi pa smo ga povečali do 4 ml, kar bi 
že pomenilo možnost razredčitve zamrznjene celične suspenzije po ostaljevanju v večji 
volumen gojišča tudi v primeru nižje zamrznjene koncentracije celic. Glede na literaturo smo 
sklepali, da volumen zamrzovalne suspenzije ne bo imel vpliva na preživelost celic. Cilj 
celotnega poskusa je bil najti tako kombinacijo treh dejavnikov, kjer bi lahko skupno 
zamrznili čim višjo koncentracijo celic ob prisotnosti čim nižje dodane količine DMSO in v 
čim večjem zamrznjenem volumnu, tako da bi po odtaljevanju kulture namnoževanje celic 
lahko začeli z večjimi volumni ali višjo nacepitveno koncentracijo ter pri tem obržali visoke 
preživelosti celic. Večje zamrznjeno število celic, po možnosti tudi v večjem volumnu, 
omogoči hitrejše povečanje (angl. scale up) kulture po odtaljevanju (Gargi, 2015). Po 
pričakovanjih smo s poskusom ugotovili, da je koncentracija DMSO v zamrzovalni 
suspenziji tisti dejavnik, ki ima na preživetje celic največji vpliv. Odzivi celic (število 
podvojitev v prvi pasaži in padec viabilnosti), ki smo jih spremljali, niso bili linearno 
odvisno od koncentracije DMSO, ki smo jo uporabili pri zamrzovanju. Izkazalo se je namreč, 
da se je celična populacija največkrat podvojila, če so bile celice zamrznjene ob prisotnosti 
srednje testirane koncentracije DMSO (med 4,5 %-7 %) in je bil pri tej celicah manjši tudi 
padec viabilnosti tekom prve pasaže. V robnih testiranih koncentracijah DMSO (2 % in 
7,5 %) je bilo preživetje celic malce slabše za vse zamrznjene koncentracije celic in volumne 
zamrzovalne suspenzije. Tudi sicer je zamrznjena koncentracija celic pri obeh celični linijah 
dejavnik, ki takoj za DMSO najbolj vpliva na njihovo preživelost. Na splošno se je povišana 
koncentracija zamrznjenih celic odrazila v njihovi slabši preživelosti. Vpliva volumna 
zamrzovalne suspenzije v primerjavi s preostalima dvema dejavnikoma nismo opazili, kar 
je v skladu z našimi pričakovanji. Manjši vpliv volumna se je pokazal le pri posamični celični 
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liniji v kombinaciji s koncentracijo celic, kjer se je izkazalo, da so celice, zamrznjene v višji 
koncentraciji, po odtaljevanju dosegle višje viabilnosti in hitrost rasti, če so bile zamrznjene 
v večjem volumnu. Ta vpliv je zelo majhen. Da volumen zamrznjene suspenzije ne vpliva 
na preživelost celic, potrjujejo tudi nekatere študije. Heidemann in sod. (2002) so zamrzovali 
rekombinantne celične linije v 50 in 100 ml zamrzovalnih vrečkah v koncentracijah 20-
40×106 celic/ml in dosegli zadostne viabilnosti ter hitrosti rasti po odtaljevanju. Kulturo so 
lahko po odtaljevanju razredčili direktno v bioreaktorju in za 25 do 30 dni skrajšali čas 
namnoževanja kulture do proizvodnje produktov v primerjavi s kulturo iz 1-2ml krioviale z 
enako zamrznjeno koncentracijo celic. Ninomiya in sod. (1991) so v omenjenih 
zamrzovalnih vrečkah zamrzovali štiri hibridomske linije, vsako po 25 ml kulture, vendar so 
močno povečali koncentracijo celic, in sicer na 150×106 celic/ml s klasičnimi metodami za 
zamrzovanje. Po odtaljevanju niso zaznali padca v viabilnosti ali pri hitrosti rasti. Mi smo v 
poskusu uspeli celice uspešno zamrzniti do 100×106 celic/ml v volumnu 4 ml, ne da bi pri 
tem povzročili velike padce viabilnosti. Ob tem smo zmanjšali tudi uporabljeno 
koncentracijo DMSO do 4,5 % DMSO za obe celični liniji. Tudi sicer so bile razlike v 
viabilnostih kultur pri vseh pogojih izredno majhne, kar nakazuje na nizko občutljivost obeh 
celičnih linij na stresne pogoje, se je pa pri najnižji uporabljeni koncentraciji DMSO (2 %) 
v zamrzovalni suspenziji precej povečala variabilnost znotraj paralelk v prvi pasaži po 
odtaljevanju. Robustnost celične linije je pomembna lastnost, ki jo je potrebno zagotavljati 
pri celični banki. Te variabilnosti v podatkih nismo opazili pri koncentracijah DMSO okoli 
5 %, zato sklepamo, da je ta koncentracija DMSO zadostna za uspešno zamrzovanje celic in 
dosego zadostnih viabilnosti po odtaljevanju. Podobno raziskavo z metodo načrtovanja 
eksperimentov v programu MODDE so izvedli tudi Kleman in sod. (2008), ki so testirali 
vpliv koncentracij DMSO od 4 % in 15 % ter zamrznjeno koncentracijo celic 1×106 do 
50×106 celic/ml na preživelost celic CHO-S in HEK293-EBNA. Poskušali so najti optimalno 
kombinacijo teh dveh dejavnikov za dosego najvišje preživelosti celic po odtaljevanju. 
Ugotovili so, da se je hitrost podvojevanja celic linije CHO-S močno zmanjšala, če so za 
zamrzovanje nižje koncentracije celic uporabili najvišje koncentracije DMSO, po drugi 
strani pa so celice dosegle najvišje viabilnosti in se najhitreje podvajale, če so jih zamrznili 
v koncentraciji 50×106 celic/ml in ob prisotnosti 4 % koncentracije DMSO. Celice so pustili 
zamrznjene tudi dlje časa in po štirimesečni raziskavi zaključili, da je optimalna 
koncentracija DMSO 5-6 % in zamrznjena koncentracija celic 35-40×106 celic/ml. Ti 
podatki se ujemajo z našimi ugotovitvami, da smo najmanjše padce viabilnosti in največje 
število podvojitev dosegli pri uporabljeni koncentraciji DMSO 4,5-7 %. Ob teh uporabljenih 
koncentracijah smo uspešno zamrznili tudi nižje koncentracije celic do 5×106 celic/ml in 
dobili primerljive viabilnosti. Najvišje viabilnosti, največje število podvojitev celične 
populacije in nizke padce viabilnosti smo dobili pri zamrznjenih koncentracijah celic do 
60×106 celic/ml, vendar je bila razlika v podatkih višjih zamrznjenih koncentracij celic do 
100×106 celic/ml pri enaki koncentraciji DMSO zelo majhna, iz česar sklepamo, da bi lahko 
uspešno lahko zamrznili tudi višje koncentracije celic. Kleman in sod. (2008) višjih 
koncentracij zamrznjenih celic niso testirali, so pa glede na dobljene grafe predvidevali, da 
bi bilo to mogoče uspešno izvesti, kar smo mi dokazali v našem poskusu. Že koncentracije 
zamrznjenih celic okoli 50×106 celic/ml so precej višje od običajno zamrznjenih koncentracij 
celic med 1-10×106 celic/ml in pogosto ob koncentraciji DMSO 10 % (Fieder in sod., 2005), 
pri kateri so uspešno zamrznili visoke koncentracije celic tudi že omenjeni Heidemann in 
sod. (2002) ter Ninomiya in sod. (1991). Razlog za boljšo preživelost celic pri višjih 
koncentracijah celic v primerjavi z nizkimi bi lahko bil zaradi manjše količine prisotnega 
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medija okoli celic med zamrzovanjem. Ta vsebuje številne topljence, ki se ob zmrzovanju 
vode lahko koncentrirajo in spreminjajo okolje celic (npr. pH). Pri višji koncentraciji celic 
je v njihovi okoli manj medija in posledično manj prisotnih topljencev (Kleman in sod., 
2008). Namesto povečanega volumna zamrzovalne suspenzije kot tretji dejavnik z vplivom 
na celice, so Kleman in sod. (2008) testirali nacepitveno koncentracijo celic po odtaljevanju. 
To je pravzaprav cilj tega poskusa, kar smo omenili že prej. Gre za to, da bi z višjimi 
zamrznjenimi koncentracijami celic lahko po odtaljevanju celice razredčili v enakem 
volumnu rastnega gojišča kot nižje zamrznjene koncentracije celic, vendar na višjo začetno 
nacepitveno koncentracijo in tako v krajšem času z gojenjem dobili večje število celic. V 
študiji so dokazali, da ta nacepitvena koncentracija ne vpliva na hitrost rasti celic po 
odtaljevanju. Možno bi bilo tudi višjo koncentracijo celic po odtaljevanju razredčiti v večjem 
začetnem volumnu rastnega gojišča, na nižjo nacepitveno koncentracijo, kar bi nam ob 
koncu gojenja dalo enak rezultat. Da razredčenje celic po odtaljevanje in gojenje direktno v 
večjem volumnu ne vpliva na njihovo hitrost rasti, smo dokazali že v predposkusu testiranja 
različnih zamrznjenih koncentracij celic na njihovo preživelost.  
 
Vpliv, ki smo ga opazili v poskusu je tudi vpliv tipa celične linije, ki vpliva na to, kakšen 
odziv celic bomo dobili po zamrzovanju. Celični liniji sicer izvirata iz iste celične linije CHO, 
vendar sta si v nekaterih lastnostih različni. To smo opazili predvsem pri hitrosti rasti, saj se 
celična linija B hitreje podvaja kot celična linija A, manj pa pri viabilnostih, ki so bile sicer 
pri obeh ves čas zelo visoke, vendar smo opazili, da se je pri celični liniji B tudi ob padcu 
hitreje pobrala kot pri celični liniji A. Take razlike je potrebno upoštevati pri postavljanju 
protokolov za zamrzovanje celic, saj ima vsaka celična linija lahko svoje zahteve. Pri obeh 
naših celičnih linijah smo sicer dobili podobne optimalne pogoje za pripravo zamrzovalne 
suspenzije. Kleman in sod. (2008) so sicer v omenjeni študiji za dve celični liniji z različnimi 
izvorom (HEK293-EBNA iz človeških celic in CHO iz hrčkovih celic) dobili precej podobne 
rezultate. Večjo pozornost je potrebno nameniti bolj občutljivim celicam, ki po stresnih 
pogojih potrebujejo več časa za okrevanje (Siddiqui in sod. 2016). Smiselno bi bilo tudi 
testirati, kako pogoji vplivajo na celice, če jih shranjujemo zamrznjene dlje kot le en mesec, 
kar smo testirali mi. Kleman in sod. (2008) so to zamrznjene celice odtalili po štirih mesecih, 
vendar niso opazili bistvenih razlik pri preživelosti celic v primerjavi s tistimi, ki so bile 
odtaljene po enem tednu od zamrzovanja.  
 
Bolj kot sama koncentracija DMSO znotraj testiranega območja na njegovo toksičnost za 
celice vpliva čas, ko so mu celice izpostavljene v zamrzovalni suspenziji, preden jih 
pričnemo zamrzovati. Ta čas je običajno tisti, ki je omejujoč dejavnik pri pripravi večjih 
celičnih bank, saj lahko kriovial napolnimo le toliko, kolikor nam to dopušča ta čas. V 
zadnjem poskusu magistrskega dela smo testirali pet časov izpostavljenosti celic DMSO na 
sobni temperaturi in v hladnih pogojih pred zamrzovanjem: 0, 45, 90, 120 in 180 minut. 
Ugotovili smo, da je maksimalni čas izpostavljenosti pri sobni temperaturi, ki še nima 
večjega vpliva na preživelost celic, do 90 minut. Večje padce viabilnosti na dan 1 po 
odtaljevanju smo opazili pri celičnih kulturah, ki so bile pred zamrzovanjem DMSO na sobni 
temperaturi izpostavljene 120 in 180 minut. Vpliva DMSO na celično viabilnost in 
koncentracijo sicer nismo opazili pred samim zamrzovanjem, so se obdržale enake tudi po 
treh urah, vendar pa je prišel do izraza po odtaljevanju, ko je celicam močno padla viabilnost 
na dan 1 po odtaljevanju. Padec viabilnosti, ki se odraža tudi v počasnejšem podvojevanju 
celične populacije, je najbolj izrazit pri izpostavljenosti celic višji koncentraciji DMSO 
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(10 %) in pri daljši izpostavljenosti na sobni temperaturi okoli 21°C. Razlike so še bolj 
opazne pri njihovi hitrosti podvojevanja, saj so se v prvi pasaži po odtaljevanju dalj časa 
izpostavljene celice podvojile statistično značilno manjkrat kot celice, ki so bile DMSO 
izpostavljene le 90 minut ali manj. Ta vpliv je bil najbolj opazen pri 10 % DMSO, manj pri 
7,5 % in najmanj pri 5 % DMSO, iz česar lahko sklepamo, da bi z nižjo koncentracijo DMSO 
lahko podaljšali čas izpostavljenosti celic. Kljub opaznim padcem viabilnosti pri najmanj 
ugodnih pogojih je ta pri vseh celičnih kulturah tekom celotno prvo pasažo ostala nad 90 %, 
kar verjetno nakazuje na to, da smo poskuse izvajali z manj občutljivimi celičnimi linijami. 
 
Številne študije sicer potrjujejo, da daljša izpostavljenost celic višjim koncentracijam DMSO 
znižuje njihovo sposobnost okrevanja po odtaljevanju. Wang in sod. (2007) so ugotovili, da 
je viabilnost dermalnih fibroblastov močno upadala, če so pred zamrzovanjem višali 
koncentracijo DMSO do 30 % in temperaturo okolja s 4°C do 37°C ter celice pustili pred 
zamrzovanjem izpostavljene do 30 minut. Enak vpliv DMSO na preživelost hondrocitov so 
dokazali Elmoazzena in sod. (2007). Oboji so koncentracijo DMSO zvišali z nižjih 
koncentracij 5 % in 7,5 %, ki smo jih testirali tudi mi, do ekstremno visokih koncentracij 
med  30 in 40 %. Pri sobni temperaturi 20°C se DMSO pri zelo visokih koncentracijah 
pospešeno veže na celične proteine in s tem vpliva na njihovo funkcijo (Wang in sod., 2007; 
Arakawa in sod., 2007).  Medtem, ko so pri izpostavljenosti celic 10 % DMSO opazili le 
rahlo valovitost membrane, so se pri visoki koncentraciji DMSO 30 % na celični membrani 
začele pojavljati nenormalne izbokline, ki so nakazovale na ločevanje celične membrane od 
citoskeleta, kar lahko vodi v trajne celične okvare tudi po odtaljevanju (de Ménorval in sod. 
2012). DMSO na splošno najbolj povezujejo z delovanjem na celično membrano. Študije 
kažejo, da DMSO znižuje togost celičnih membran in povečuje njihovo prepustnost za vodo, 
kar se pri visokih temperaturah celo pri nizkih koncentracijah DMSO (2,5-7,5 %) izraža kot 
izredno stanjšanje celične membrane. Ta lastnost membrane do določene mere pripomore k 
lažjemu izločanju vode, pri prevelikem stanjšanju pa vodi v nepopravljive celične okvare 
(Wang in sod., 2007; Gurtovenko in Anwar, 2007).  Pri višji temperaturi se poveča tudi 
sposobnost DMSO, da destabilizira proteine, saj se mu poveča hidrofilnost in se veže na 
proteinske biomolekule v celici (Ivanov, 2001). Po drugi strani lahko dvig hidrofilnosti 
DMSO povzroči tudi, da skozi celično membrano prehaja težje, saj lažje tvori vodikove vezi 
s površino membrane in se tako organizira okoli polarnih glav lipidnega dvosloja, namesto, 
da bi prodrl v celico (Westh, 2004). Ena glavnih funkcij DMSO kot krioprotektanta je tvorba 
vodikovih vezi z molekulami vode preko SO skupine, s čimer prepreči, da bi se te molekule 
znotraj celice združevale v ledene kristale. Sposobnost DMSO, da aktivno veže vodo, se 
zmanjšuje s povišano temperaturo, kar bi lahko vplivalo na to, da bi pri zamrzovanju 
počasneje vezal vodo in bi se preostala voda ta čas lahko združevala v kristale ledu (Best, 
2014).  
 
Škodljive vplive DMSO na celice pri daljši izpostavljenosti smo uspešno zmanjšali s 
pripravo zamrzovalne suspenzije v hladnem. Celice so po odtaljevanju obdržale visoke 
viabilnosti in se aktivno podvajale tudi, če so bile pred zamrzovanjem 180 minut 
izpostavljene najvišji testirani koncentraciji DMSO (10 %). Tudi na dan 1 po odtaljevanju 
nismo pri nobeni od kultur izmerili velikega znižanja viabilnosti, celične populacije pa so se 
do konca prve pasaže podvojile primerljivo med vsemi pogoji pri hladnih pogojih. Števila 
podvojitev so bila primerljiva s tistimi, kjer so bile celice DMSO pri sobni temperaturi 
izpostavljene do 90 minut. Enak trend se je pokazal pri obeh uporabljenih celičnih linijah. V 
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hladnih pogojih se je močno zmanjšala tudi variabilnost med paralelkami, saj si si bile te 
med seboj izredno podobne celo pri bioloških ponovitvah poskusa, kar opisujejo majhni 
standardni odkloni na grafih. Tudi Wang in sod. (2007) so dokazali, da s hladnimi pogoji 
lahko zmanjšamo toksičen vpliv DMSO na celice pri koncentracijah DMSO do 10 %. Pri 
višjih koncentracijah (okoli 30 %) so sicer ponovno zaznali padec viabilnosti celic, vendar 
mi teh koncentracij v poskusu nismo testirali, saj jih v pripravo celičnih bank ne bi vpeljevali. 
Študije potrjujejo, da ima DMSO pri nižjih temperaturah okoli 4°C manj toksičen vpliv na 
celice. Pri teh temperaturah se manj aktivno veže na celične proteine in se tako ohranja 
njihova struktura. Po drugi strani pri nižji temperaturi pospešeno tvori vezi z molekulami 
vode že pred samim zamrzovanjem, tako da se te med zamrzovanje ne morejo združevati v 
ledene kristale (Best, 2015).  
 
Pri dodajanju DMSO pri nižjih temperaturah z namenom zmanjšanja njegove toksičnosti je 
potebno upoštevati, da se z znižanjem temperature podaljša čas, ko DMSO uspešno prodre 
v vse celice zaradi povečane visokoznosti. Ta podaljšan čas je potrebno upoštevati pred 
zamrzovanjem (Meryman, 2007). Iz poskusov sklepamo, da smo uspeli doseči ta čas in je 
DMSO ustrezno prodrl v celice, saj bi v nasprotnem primeru po odtaljevanju zaznali precej 
več mrtvih celic.  
 
Ugotovitve so pomembne za pripravo celičnih bank za industrijsko rabo, saj bi bilo s 
podaljšanim časom izpostavljenosti celic DMSO mogoče naenkrat pripraviti precej večje 
banke za uporabo v proizvodnji rekombinantnih učinkovin. S pripravo zamrzovalne 
suspenzije bi imeli na voljo več časa, da bi od dodatka DMSO do zamrzovanja napolnili več 
kriovial. S tem bi prihranili veliko časa, materiala in denarja. Po izvedenih poskusih in 
analiziranih rezultatih sklepamo, da bi lahko uspešno zamrznili celično banko z nižjo 
koncentracijo DMSO, kot se najpogosteje uporablja trenutno, in sicer od 4,5 do 7 % 
koncentracijo DMSO. S temi koncentracijami DMSO bi lahko zamrznili tudi višje 
koncentracije celic do 100×106 celic/ml, pri tem pa bi glede na rezultate lahko zagotavljali 
homogenost bank in visoko viabilnost celic, ki bi se dovolj hitro podvojevale po odtaljevanju, 
kar so glavni kriteriji za uspešno celično banko. Z nižjo uporabljeno koncentracijo DMSO 
in pripravo zamrzovalne suspenzije v hladnih pogojih okoli 4°C bi lahko podaljšali čas 
izpostavljenosti celic DMSO in tako pridobili čas za napolnitev več kriovial kot do sedaj. V 
preglednici 10 so predstavljene optimalne vrednosti dejavnikov za zamrzovanje celic, ki smo 
jih določili v magistrskem delu. 
 
Preglednica 10: Optimalne vrednosti dejavnikov za zamrzovanje celic, ki smo jih določili v magistrskem delu. 
Dejavnik Optimalno območje Priprava zamrzovalne suspenzije in čas 
izpostavljenosti celic DMSO 
Konc. DMSO 4,5-7 % - Pri sobni temperaturi (21°C) do 90 
minut. 
- Pri hladni temperaturi (4°C) do 
180 minut. 
 
Konc. celic ob zamrzovanju 5×106 – 100×106 celic/ml 
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V okviru magistrskega dela smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
 DMSO tudi v zelo nizkih koncentracijah vpliva na preživelost celic. Razlike v 
viabilnostih in koncentracijah živih celic po odtaljevanju pri naših dveh celičnih 
linijah med pogoji zelo bile majhne v testiranem območju koncentracij DMSO (2-
15 %). Najboljše preživelosti celic smo dobili pri koncentracijah DMSO med 4,5 in 
7 %, kar smo potrdili tudi z optimizacijskimi eksperimenti. Preveliko znižanje ali 
zvišanje koncentracijo DMSO se odrazi v večji variabilnosti med paralelkami znotraj 
pogoja in na ta način ne moremo zagotavljati homogenosti celične banke ter 
robustnosti celic tekom proizvodnje.  
 Koncentracija celic, ki jo zamrzujemo, vpliva na njihovo preživelost po odtaljevanju, 
vendar vse celice kljub manjšemu padcu viabilnosti po odtaljevanju tekom gojenja 
obdržijo viabilnost nad 90 %. Koncentracije celic nad 100x106 celic/ml je težko 
pripravljati s klasičnimi metodami za pripravo zamrzovalne suspenzije zaradi velikih 
izgub celic tekom postopka. 
 Ob koncentraciji DMSO med 4,5 in 7 % nam je uspelo zamrzniti koncentracije celic 
do 100x106 celic/ml, tako da smo po odtaljevanju obdržali visoke viabilnosti celic in 
hitro rast.  
 Volumen kulture, ki smo ga zamrzovali, ni dodatno vplival na preživelost celic, ne 
glede na uporabljeno koncentracijo DMSO in koncentracijo, v kateri smo jih 
zamrznili.  
 Čas izpostavljenosti celic DMSO močno vpliva na njihovo preživelost. Ta vpliv je 
opazen po odtaljevanju, ne pa pred samim zamrzovanjem. Celicam, ki so DMSO 
izpostavljene na sobni temperaturi več kot 90 minut, po odtaljevanju precej pade 
viabilnost, kar se najbolj pokaže pri uporabljeni višji koncentraciji DMSO (10 %), 
manj pa pri koncentraciji DMSO 7,5 % in še manj pri 5 %. Čas izpostavljenosti celic 
DMSO, ne da bi toksično vplival nanje, je mogoče podaljšati s pripravo zamrzovalne 
suspenzije v hladnih pogojih. Čas smo uspeli podaljšati do 180 minut tudi pri najvišji 
uporabljeni koncentraciji DMSO (10 %). 
 Zaključimo lahko, da z nižjo koncentracijo DMSO do 5 % in pripravo zamrzovalne 
suspenzije v hladnem lahko precej zmanjšamo toksičen vpliv DMSO nad celice.  
 Na odziv celic na različne pogoje pri zamrzovanju vplivajo tudi lastnosti posamezne 
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Celice ovarijev kitajskega hrčka so celice so sesalska celična linija, ki se pogosto uporablja 
za proizvodnjo rekombinantnih učinkovin. Celičnih kultur zaradi staranja, ki vodi v celične 
spremembe in posledično možne spremembe v produktu, ne moremo gojiti nedoločen čas. 
V ta namen se pripravljajo celične banke, s pomočjo katerih je mogoče celice dolgo časa 
ohraniti v nespremenjenem stanju. Gre za proces zamrzovanja celic, s pomočjo katerega je 
mogoče ustaviti biološki čas celic. Ustrezna priprava zamrzovalne suspenzije je bistvenega 
pomena za ohranjevanje visoke preživelosti celic tudi po odtaljevanju. S celično banko lahko 
ob ustrezni pripravi zagotavljamo homogenost banke in stabilnost celic. Zamrzovanje 
obsega nekaj kritičnih korakov, med katerimi je tudi dodatek penetrirajočega krioprotektanta 
dimetilsulfoksida ali DMSO in čas, ko so mu celice izpostavljene, preden jih zamrznemo. 
DMSO je najbolj pogosto uporabljen krioprotektant pri pripravi celičnih bank sesalskih celic 
za proizvodnjo terapevtskih učinkovin, vendar pa ima hkrati na celice tudi nekatere toksične 
učinke. V magistrskem delu smo dokazali, da je toksične vplive mogoče zmanjšati, če 
DMSO dodamo v nižji koncentraciji, predvsem pa izboljšamo preživelost celic, če jih za 
zamrzovanje pripravljamo v hladnih pogojih s predohladitvijo surovin in materialov, ki jih 
pri pripravi uporabljamo. Koncentracije DMSO, ki so dale po zamrzovanju najboljše 
preživelosti celic  so bile okoli 5 % za obe celični liniji, vendar pa smo v hladnih pogojih 
dobili enake preživelosti tudi, če so bile celice 10 % DMSO izpostavljene precej dlje kot je 
sicer priporočeno (tri ure). Z optimizacijskimi eksperimenti smo dokazali, da ima DMSO 
največji vpliv na preživelost celic, vendar pa nanje vpliva tudi njihova koncentracija ob 
zamrzovanju. Optimalna kombinacija, pri kateri smo dobili najvišje preživelosti celic po 
odtaljevanju, je bila zamrznjena koncentracija celic do 60×106 celic/ml pri koncentraciji 
DMSO od 4,5 do 7 %, vendar pa bi bilo mogoče s tako koncentracijo DMSO zamrzniti tudi 
koncentracije celic do 100×106 celic/ml. Tekom poskusa smo dokazali, da volumen 
zamrzovalne suspenzije, ki smo jo zamrznili, ni vplival na njihovo preživetje, kar smo tudi 
pričakovali. 
 
Pomembna stvar, ki smo jo ugotovili pri magistrskem delu je tudi dejstvo, da na odziv celic 
na zamrzovanje, zamrznjeno koncentracijo celic in uporabljeno koncentracijo DMSO močno 
vpliva tudi sam celični tip. Čeprav sta obe celični liniji CHO celični liniji, sta se različno 
odzvali na nekatere pogoje. To potrjuje, da je potrebno vsako proizvodno linijo pred uporabo 
v proizvodnji učinkovin posamezno testirati na določene dejavnike, ki bi lahko vplivali na 
njeno preživelost in posledično produktivnost.   
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Magistrsko delo je bilo zame velik strokoven in fizičen izziv, ki mi je prinesel ogromno 
znanja in novih izkušenj, vendar je zahteval tudi veliko napornih dni in napetih živčkov. 
Dela mi ne bi uspelo speljati brez velike skupine ljudi, ki so mi na tak ali drugačen način 
pomagali. 
  
Na prvem mestu bi se rada zahvalila mentorici prof. dr. Mojci Narat za sodelovanje, 
spodbudo, nasvete ter strokovno pomoč pri pripravi magistrskega dela. Zahvala gre tudi 
somentorici Sabini Vatovec, ki mi je pomagala postaviti načrt dela in ga spremljala. Ob tem 
se moram zahvaliti tudi Tini Zupančič, ki je namesto Sabine vskočila kot pregledovalka 
magistrskega dela in mi s spodbudo ter nasveti pomagala delo še izboljšati. 
 
Zahvaljujem se recenzentu doc. dr. Urbanu Švajgerju za strokovni pregled naloge in 
konstruktivne komentarje.  
 
Zahvala gre tudi vsem mojim sodelavcem celičnih bankirjem za spodbudo in pomoč pri 
izvedbi laboratorijskih poskusov.  
 
Velika zahvala in en ogromen objem gresta mojim faksovskim kolegicam in tesnim 
prijateljicam (Petri, Tjaši, Neži in Emi), s katerimi smo besedo »magistrska« obrnile in 
uporabile na vse mogoče načine.  
 
Največja zahvala pa gre moji družini in fantu za neizmerno podporo ne le ob izvedbi 
magistrskega dela, temveč tekom celotnega študija in predvsem v življenju, ki ne zadeva 
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Vpliv koncentracije DMSO, koncentracije celic ob zamrzovanju in volumna zamrznjene 
kulture na število podvojitev celične populacije v prvi pasaži po odtaljevanju za celično 
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Optimalno območje dejavnikov za največje število podvojitev v prvi pasaži  za celično 
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Vpliv koncentracije DMSO, koncentracije celic ob zamrzovanju in volumna zamrznjene 
kulture na padec viabilnosti v celotni prvi pasaži po odtaljevanju za celično linijo A. Za 
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Optimalno območje dejavnikov za najmanjši padec viabilnosti skozi celotno prvo pasažo  
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Vpliv koncentracije DMSO, koncentracije celic ob zamrzovanju in volumna zamrznjene 
kulture na število podvojitev celične populacije v prvi pasaži po odtaljevanju za celično 
linijo B. Število podvojitev smo izračunali od dneva odtaljevanja 0 do dneva 4. 
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Podatki z grafa: Vpliv koncentracije DMSO in časa izpostavljenosti celic DMSO na število 












SOBNI POGOJI (ST) 
5 0 3,84 0,12 4,86 0,62 
7,5 0 3,79 0,15 5,07 0,11 
10 0 3,72 0,07 5,13 0,12 
5 45 3,58 0,06 4,97 0,26 
7,5 45 3,65 0,14 5,17 0,19 
10 45 3,62 0,17 5,15 0,09 
5 90 3,61 0,13 5,20 0,11 
7,5 90 3,40 0,18 5,15 0,18 
10 90 3,55 0,19 4,73 0,29 
5 120 3,11 0,13 4,55 0,57 
7,5 120 3,10 0,30 4,81 0,22 
10 120 2,95 0,19 4,22 0,29 
5 180 2,94 0,45 4,88 0,37 
7,5 180 2,78 0,17 4,57 0,10 
10 180 2,80 0,38 3,10 0,23 
HLADNI POGOJI (HL) 
5 0 3,94 0,20 5,13 0,19 
7,5 0 3,54 0,28 5,19 0,12 
10 0 3,72 0,19 5,13 0,15 
5 45 3,58 0,11 5,13 0,27 
7,5 45 3,44 0,09 5,33 0,18 
10 45 3,72 0,19 5,31 0,12 
5 90 3,54 0,12 5,33 0,14 
7,5 90 3,45 0,09 5,32 0,12 
10 90 3,59 0,16 5,28 0,15 
5 120 3,37 0,16 5,32 0,22 
7,5 120 3,53 0,26 5,33 0,07 
10 120 3,52 0,03 5,14 0,04 
5 180 3,59 0,24 5,25 0,13 
7,5 180 3,46 0,16 5,35 0,17 
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Podatki z grafa: Vpliv koncentracije DMSO in časa izpostavljenosti celic DMSO na padec 






Celična linija A Celična linija B 
Padec VIA Standardni 
odklon 
Padec VIA Standardni 
odklon 
SOBNI POGOJI (ST) 
5 0 -8,30 1,00 -14,67 14,75 
7,5 0 -9,02 1,46 -7,29 1,50 
10 0 -6,58 1,05 -8,26 2,53 
5 45 -10,62 1,00 -13,98 2,36 
7,5 45 -12,45 1,85 -8,84 0,65 
10 45 -8,18 1,23 -9,79 4,04 
5 90 -15,72 2,96 -10,48 3,44 
7,5 90 -13,25 0,79 -9,14 1,73 
10 90 -12,48 2,03 -13,58 1,27 
5 120 -40,78 1,30 -21,18 6,98 
7,5 120 -21,55 4,04 -12,82 2,83 
10 120 -26,18 5,06 -21,02 2,45 
5 180 -42,13 23,99 -12,23 6,56 
7,5 180 -36,12 7,88 -14,13 4,90 
10 180 -56,15 3,66 -30,63 2,85 
HLADNI POGOJI (HL) 
5 0 -5,47 0,47 -3,77 0,19 
7,5 0 -7,98 2,33 -5,08 0,49 
10 0 -7,38 2,25 -6,37 0,44 
5 45 -8,07 1,29 -5,55 2,12 
7,5 45 -8,05 2,03 -5,75 2,66 
10 45 -7,88 1,20 -5,18 0,51 
5 90 -9,23 2,94 -6,11 0,44 
7,5 90 -10,55 2,34 -5,05 0,42 
10 90 -10,57 0,47 -5,78 3,79 
5 120 -9,25 1,18 -4,32 0,52 
7,5 120 -12,37 2,37 -4,68 0,22 
10 120 -11,10 2,58 -4,12 0,33 
5 180 -11,55 4,43 -4,71 0,20 
7,5 180 -11,05 0,90 -5,53 1,57 
10 180 -8,75 1,00 -4,87 0,19 
 
